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^\ (54) Title: METHOD FOR OBTAINING THE PATHOGENIC RESISTANCE IN PLANTS 

^ (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUM ERREICHEN EINER PATHOGENRESISTENZ IN PFLANZEN 

<0 (57) Abstract: The invention relates to a method for obtaining or increasing the pathogenic resistance in plants by reducing the 
expression, activity or the functioning of a NADPH oxidase. 

O 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Verfahren zur Erzeugung oder Erhohung einer Pathogenresistenz in Pflanzen durch 
^* Verminderung der Expression, Aktivitat oder Funktion einer NADPH Oxidase. 
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Verfahren zum Erreichen einer Pathogenresistenz in Pflanzen 
Beschreibung 

5 

Die Erfindung betrif ft Verfahren zur Erzeugung Oder Erhdhung 
einer Pathogenresistenz in Pflanzen durch Verminderung der 
Expression, Aktivitat oder Funktion einer NADPH Oxidase. 

10 Ziel biotechnologischer Arbeiten an Pflanzen ist die Herstellung 
von Pflanzen mit vorteilhaf ten, neuen Eigenschaf ten zum Beispiel 
zur Steigerung der landwirtschaf tlichen Produktivitat . Oft sind 
die natiirlichen Abwehrmechanismen der Pf lanze gegen Pathogene 
unzureichend. Allein Pilzerkrankungen fuhren zu Ernteverlusten 

15 in der Hohe von vielen Milliarden US-$ jahrlich. Die Einfuhrung 
fremder Gene aus Pflanzen, Tieren oder mikrobiellen Quellen kann 
die Abwehr verstarken. Beispiele sind der Schutz gegen Insekten- 
frass durch Expression von Bacillus thurlngiensis Endotoxinen 
(Vaeck et al . (1987) Nature 328:33-37) oder der Schutz gegen 

20 Pilzbefall durch Expression einer Chitinase aus Bohne (Broglie et 
al. (1991) Science 254:1194-1197). Die meisten der beschriebenen 
Ansatze gewahren jedoch nur eine Resistenz gegen ein einzelnes 
Pathogen oder gegen ein schmales Spektrum von Pathogenen. 

25 Es gibt nur wenige Ansatze, die Pflanzen eine Resistenz gegen 
ein breiteres Spektrum von Pathogenen verleihen. Die systemische 
erworbene Resistenz ("systemic acquired resistance"; SAR) - ein 
Abwehrmechanismus bei verschiedenen Pf lanz e/ Pathogen- Inter - 
aktionen - kann durch Applikation von endogene Botenstoffe 

30 wie Jasmonsaure (JA) oder Salicylsaure (SA) vermittelt werden 
(Ward et al. (1991) Plant Cell 3:1085-1094; Uknes et al . (1992) 
Plant Cell 4 ( 6 ) : 645-656 ) . Ahnliche Effekte kSnnen auch durch 
synthetische Verbindungen wie 2 , 6-Dichlorisonikotinsziure (INA) 
oder Benzo (1,2,3) thiadiazol-7-thiocarbonsaure-S-methylester 

35 (BTH; Bion®) bewirkt werden (Friedrich et al . (1996) Plant J 
lO(l):61-70; Lawton et al . (1996) Plant J 10:71-82). Auch die 
Expression der im Rahmen eines SAR hochregulierten "pathogenesis 
related" (PR) Proteine vermag zum Teil eine Pathogenresistenz zu 
bewirken. 

40 

In Gerste ist der Mlo-Locus als negativer Regulator der Pathogen- 
abwehr beschrieben. Der Verlust des Mlo-Gens bedingt eine erhohte 
und rassen-unspezif ische Resistenz gegen zahlreiche Arten von 
Mehltau (Bttschges R et al. (1997) Cell 88:695-705; Jorgensen JH 
45 (1977) Euphytica 26:55-62; Lyngkjaer MF et al. (1995) Plant 
Pathol 44:786-790) . Durch klassische Zuchtung erhaltene Mlo- 
defiziente Gerstensorten werden bereits in der Landwirtschaf t 
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verwendet. Vermutlich aufgrund der Rezessivitat hat sich trotz 
eines intensiven Anbaus die Resistenz als dauerhaft erwiesen. 
Mlo-ahnliche Resistenzen in anderen Pflanzen v. a. in Getreide- 
arten sind nicht beschrieben. Das Mlo-Gen und verschiedene Homo- 
5 loge aus anderen Getreidearten wurde identif iziert und kloniert 
(Buschges R et al. (1997) Cell 88:695-705; WO 98/04586; Schulze- 
Lefert P, Vogel J (2000) Trends Plant Sci . 5:343-348). Verschie- 
dene Verfahren unter Verwendung dieser Gene zum Erzielen einer 
Pathogenresistenz sind beschrieben (WO 98/04586; WO 00/01722; 

10 WO 99/47552). Nachteilig ist, dass der Mlo-vermittelte Abwehr- 
mechanismus ein spontanes Absterben von Blattzellen umfasst 
(Wolter M et al. (1993) Mol Gen Genet 239:122-128). Nachteilig 
ist ferner, dass die Mlo-def izienten Genotypen eine Hypersus- 
zeptibilitat gegen hemibiotrophe Pathogene wie Magnaporte grisea 

15 (M. grlsea) sowie Cochliobolus sativus (Bipolaris sorokiniana) 
zeigen (Jarosch B et al. (1999) Mol Plant Microbe Interact 
12:508-514; Kumar J et al . (2001) Phytopathology 91:127-133). 

Die Freisetzung reaktiver Sauerstof f spezies (ROS; z.B. Superoxid 
20 (O2-) , Hydroxylradikale und H2O2) wird eine wichtige protektive 
Funktion in der Reaktion auf pflanzliche Pathogene zugeordnet 
(Wojtaszek P (1997) Biochem J 322:681-692). Es sind verschiedene 
Wege bekannt, wie eine Zelle ROS zu produzieren vermag. In den 
Makrophagen von Saugetieren ist hier insbesondere die NADPH 
25 Oxidase zu nennen, die Elektronen auf molekularen Sauerstof f 
zu ubertragen vermag. Homologe Enzyme wurden auch in Pflanzen 
identif iziert (Lamb & Dixon (1997) Annu Rev Plant Physiol Plant 
Mol Biol 48:251) . 

30 Es wurde gezeigt, dass Mutationen in der katalytischen Unterein- 
heit der NADPH-Oxidase in Arabidopsis thaliana eine verminderte 
Akkumulation reaktiver Sauerstof f intermediate (ROI) zeigen. In 
Bezug auf die Hypersensitive Reaktion (HR) war das Bild unein- 
heitlich: Bei einer Doppelmutante wurde bei Infektion mit dem 

35 avirulenten Pseudomonas syringae Bakterium eine verminderte HR 
gefunden, wahrend mit dem virulenten Oomyceten Peronospora para- 
sitica eine erhohte HR detektiert wurde. Das Wachstum - sowohl 
von virulenten als auch von avirulenten P. syringae Stammen - 
war jedoch - im Vergleich zu Wildtyp-Pf lanzen - nicht verandert 

40 (Torres MA et al. (2002) Proc Natl Acad Sci USA 99:517-522). 

Ebenso hatte die Inhibition der NADPH-Oxidase mittels des Inhibi- 
tors Diphenyleniodoniumchlorid (DPI) - bei Einsatz physiologisch 
relevanter Konzentrationen - keinen Effekt auf die Entwicklung 
pathogener Pilze (Hiickelhoven R & Kogel KH (1998) Mol Plant 

45 Microbe Interact 11:292-300). Ein cDNA Fragment einer Phagozyten 
NADPH-Oxidase aus Gerste (pNAox, Homolog der groSen Untereinheit 



WO 2004/009820 ^^17EP2003/007589 

gp91phox einer Phagozyten NADPHoxidase) ist unter der GenBank 
Acc.-No.: AJ251717) beschrieben . 



Der vorliegenden Erf induing liegt die Aufgabe zugrunde, neue Ver- 
5 fahren zur Pathogenabwehr in Pflanzen bereitzustellen, die eine 
ef f iziente Abwehr eines moglichst breiten Spektrum von Pathogenen 
in moglichst vielen versciiiedene Pf lanzenarten, bevorzugt den 
in der Landwirtschaf t verwendeten Kulturpf lanzen bewirken. Diese 
Aufgabe wird durch das erf indungsgemaSe Verfahren gelost. 

10 

Ein erster Gegenstand der Erfindung umfasst ein Verfahren zur 
Erzeugung oder Erhohung der Resistenz gegen mindestens ein 
Pathogen in Pflanzen, dadurch gekennzeichnet , dass nachfolgende 
Arbeitsschritte umfasst sind 

15 ' 

a) Verminderung der Proteinmenge, Aktivitat oder Funktion einer 
NADPH-Oxidase in einer Pflanze oder einem Gewebe, Organ, Teil 
oder Zelle derselben und 

20 b) Auswahl der Pflanzen, bei denen - im Unterschied oder Ver- 
gleich zur Ausgangspf lanze - die Resistenz gegen mindestens 
ein Pathogen besteht oder erhoht ist. 

Uberraschenderweise zeigt die Verminderung der Expression einer 
25 NADPH-Oxidase aus Gerste (pNAox) in der epidermalen Zelle durch 
einen sequenzspezif ischen RNA-Interf erenz Ansatz unter Verwendung 
doppelstr&ngiger pNAox— dsRNA ("Gene-Silencing") einen signifikant 
reduzierten Befall infolge einer Bgh-Inf ektion (gemessen anhand 
der Haustorium-Ausbildung) . Dieser Befund ist insbesondere des- 
30 halb uberraschend, da der mit der NADPH-Oxidase in Verbindung 
gebrachten Freisetzung reaktiver Sauerstof f spezies ("oxidative 
burst") im allgemeinen eine protektive Funktion zugemessen wird, 

Ahnlich wie Mlo vermittelt die Verminderung der NADPH-Oxidase 
35 Expression eine breite Resistenz gegen verschiedene Isolate von 
Blumeria graminis f.sp. horde i . In transienten x> Gene-Silencing"- 
Experimenten wird dabei die Penetrationsef f izienz (Haustorien- 
Bildung) von Bgh signifikant um mehr als 35 % reduziert - ein 
Effekt, der in seiner Starke dem mittels Mlo-dsRNA erreichten 
40 entspricht (Schweizer P et al. (2000) Plant J 24:895-903). In der 
Wildtyp Gerstensorte Pallas fiihren ca. 40 % der Pilzpenetrationen 
zu einer Haustorien-Bildung, wohingegen die Penetrationsrate 
bei einer Verminderung der NADPH-Oxidase Expression mittels 
Einbringen einer doppelstrangigen RNA der NADPH-Oxidase (pNAox- 
45 dsRNA) nur ca. 25 % betragt. Die Tatsache, dass auch in pathogen- 
empf indlichen Wildtyp-Sorten wie Pallas nur eine Penetration 
von ca. 40 bis 50 % beobachtet werden kann, ist auf die stets 
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vorhandene Basalresistenz zuriickzufuhren. Die NADPH-Oxidase 
ist aufgrund der dieser Befunde als Schltisselelement fur das 
erfolgreiche Eindringen eines Pathogens wie Bgh in die pflanz- 
liche Zelle zu verstehen. Dariiberhinaus ist das Verfahren alien 
5 Verfahren xiberlegen, bei denen ein pathogen-resistenter Phano- 
typ durch Uberexpression eines resistenzvermittelnden Proteins 
realisiert wird. Das Ausschalten eines Gens, lasst sich ohne 
Expression eines (Fremd) -Proteins realisieren. Im Idealfall wird 
lediglich das endogene Gen deaktiviert. Dies hat nicht zu ver- 

10 nachlassigende Vorteile bei der Zulassung und der Akzeptanz durch 
den Verbraucher, der Pflanzen mit Fremdproteinen oft mit Vorbe- 
halt begegnet. Ganz besonders vorteilhaft .ist in diesem Zusammen- 
hang die Verwendung von induzierbaren Promotoren zur Verminderung 
der NADPH-Oxidasemenge, Aktivitat oder Funktion, was beispiels- 

15 weise bei Verwendung von pathogeninduzierbaren Promotoren eine 
Expression nur im Bedarfsfall (d.h. Pathogenbef all) ermoglicht. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren kann im Prinzip auf alle Pflanzen- 
arten angewendet werden. Bevorzugt auf solche, in denen natiir- 
20 licherweise eine NADPH-Oxidase oder ein funktionelles Equivalent 
derselben exprimiert wird. 

"Pflanze" im Rahmen der Erfindung meint alle Gattungen und 
Arten hoherer und niedrigerer Pflanzen des Pf lanzenreiches . 

25 Eingeschlossen unter dem Begriff sind die reifen Pflanzen, Saat- 
gut, Sprossen und Keimlinge, sowie davon abgeleitete Teile, Ver- 
mehrungsgut, Pflanzenorgane, Gewebe, Protoplasten, Kallus und 
andere Kulturen, zvm Beispiel Zellkulturen, sowie alle anderen 
Arten von Gruppierungen von Pf lanzenzellen zu funktionellen oder 

30 strukturellen Einheiten. Reife Pflanzen meint Pflanzen zu jedem 
beliebigen Entwicklungs stadium jenseits des Keimlings. Keimling 
meint eine j\inge, unreife Pflanze in einem frxihen Entwicklungs- 
stadium. n Pflanze" umfasst alle einjahrigen und mehrjahrige, 
monokotyledonen und dikotyledonen Pflanzen und schlieSt beispiel- 

35 haft jedoch nicht einschrankend solche der Gattungen Cucurbita, 
Rosa, Vitis, Juglans, Fragaria, Lotus, Medicago, Onobrychis, 
Trifolium, Trigonella, Vigna, Citrus, Linum, Geranium, Manihot, 
Daucus, Arabidopsis, Brassica, Raphanus, Sinapis, Atropa, 
Capsiciam, Datura, Hyoscyamus, Lycopersicon, Nicotiana, Solarium, 

40 Petunia, Digitalis, Majorana, Cichorium, Helianthus, Lactuca, 
Bromus, Asparagus, Antirrhinum, Heterocallis, Nemesis, Pelar- 
gonium, Panieum, Pennisetum, Ranunculus, Senecio, Salpiglossis, 
Cucumis, Browaalia, Glycine, Pisum, Phaseolus, Lolium, Oryza, 
Zea, Avena, Hordeum, Secale, Triticum, Sorghum, Picea und Populus 



45 ein. 
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Der Begriff "Pflanze" umfasst bevorzugt monokotyle Kultur- 
pf lanzen, wie zum Beispiel Getreidearten wie Weizen, Gerste, 
Hirse, Roggen, Triticale, Mais, Reis, Sorghum oder Hafer sowie 
Zuckerrohr . 

5 

Ferner umfasst der Begriff dikotyle Kulturpf lanzen, wie zum 
Beispiel 

- Brassicacae wie Raps, Canola, Kresse, Arabidopsis, Kohlarten 
10 oder Canola, Leguminosae wie Soja, Alfalfa, Erbse, Bohnen- 

gewachsen oder Erdnuss 

- Solanaceae wie Kartoffel, Tabak, Tomate, Aubergine oder 
Paprika, Asteraceae wie Sonnenblume, Tagetes, Salat oder 

15 Calendula, 



Cucurbitaceae wie Melone, Kxirbis oder Zucchini, 



sowie Lein, Baumwolle, Hanf, Klee, Spinat, Flachs, Roter Pfeffer, 
20 Mohre, Karotte, Rube, Rettich, Zuckerrube, SuSkartof f el , Gurke, 
Chicoree, Blumenkohl, Brokkoli, Spargel, Zwiebel, Knoblauch, 
Sellerie, Erdbeere, Himbeere, Brombeere, Ananas, Avocado, und 
den verschiedenen Baum-, Strauch-, Nuss- und Weinarten. Baum- 
arten umfasst bevorzugt Pflaume, Kirsche, Pfirsich, Nektarine, 
25 Aprikose, Banane, Papaya, Mango, Apfel, Birne, Quitte. 

Ferner umfasst sind Schmuckpf lanzen, Nutz- oder Zierbaume, 
Blumen, Schnittblumen, Strauchern oder Rasen wie beispielhaft 
aber nicht einschrankend die Familien der Rosaceae wie Rose, 

30 Ericaceae wie Rhododendrons und Azaleen, Euphorbiaceae wie Weih- 
nachtssterne und Kroton, Caryophyllaceae wie Nelken, Solanaceae 
wie Petunien, Gesneriaceae wie das Usambaraveilchen, Balsamina- 
ceae wie das Springkraut, Orchidaceae wie Orchideen, Iridaceae 
wie Gladiolen, Iris, Freesie und Krokus, Compositae wie Ringel- 

35 blume, Geraniaceae wie Geranien, Liliaceae wie der Drachenbaum, 
Moraceae wie Ficus, Araceae wie Philodendron und andere mehr. 

Im Rahmen der Erfindung sind solche Pf lanzen bevorzugt, die als 
Nahrungs- oder Futtermittel zum Einsatz kommen, ganz besonders 
40 bevorzugt monokotyle Gattungen und Arten, wie die beschriebenen 
Getreidearten . 



Ganz besonders bevorzugt wird das Verfahren auf monokotyle 
Pf lanzen, am meisten bevorzugt auf Pf lanzen mit landwirtschaf t- 
45 licher Bedeutung wie Weizen, Hafer, Hirse, Gerste, Roggen, Mais, 
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Reis, Buchweizen, Sorghum, Triticale, Dinkel, Leinsamen oder 
Zuckerrohr angewendet. 

"Pathogenresistenz" meint das Vermindern oder Abschwachen von 
5 Krankheitssymptomen einer Pflanze infolge eines Befalls durch ein 
Pathogen. Die Symptome konnen vielfal tiger Art sein, umfassen 
aber bevorzugt solche die direkt oder indirekt zu einer Beein- 
trachtigung Qualitat der Pflanze, der Quantitat des Ertrages, 
der Eignung zur Verwendung als Futter- oder Nahrungsmittel 
10 ftihren oder aber auch Aussaat, Anbau, Ernte oder Prozessierung 
des Erntegutes erschweren. 

"Verleihen", "bestehen" , n erzeugen w oder "erhdhen" einer Patho- 
genresistenz meint, dass die Abwehrmechanismen einer bestimmten 

15 Pf lanzenart oder -sorte durch Anwendung des erf indungsgemaSen 
Verfahrens im Vergleich zu dem Wildtyp der Pflanze ( "Ausgangs- 
pflanze"), auf den das erf indungsgemaSe Verfahren nicht ange- 
wendet wurde, unter ansonsten gleichen Bedingungen (wie bei- 
spielsweise Klima- oder Anbaubedingungen, Pathogenart etc.) eine 

20 erhohte Resistenz gegen ein und mehr Pathogene aufweist. Dabei 
aufiert sich die erhohte Resistenz bevorzugt in einer verminderten 
Auspragung der Krankheitssymptome, wobei Krankheitssymptome - 
neben den oben erwahnten Beeintrachtigungen - auch beispielsweise 
die Penetrationsef f izienz eines Pathogens in die Pflanze oder 

25 pflanzliche Zellen oder die Prolif erationsef f izienz in oder auf 
denselben umfasst. Dabei sind die Krankheitssymptome bevorzugt 
um mindestens 10 % oder mindestens 20 %, besonders bevorzugt urn 
mindestens 40 % oder 60 %, ganz besonders bevorzugt um mindestens 
70 % oder 80 %, am meisten bevorzugt um mindestens 90 % oder 95 % 

30 vermindert. 

"Auswahl" meint in Bezug auf Pflanzen, bei denen - im Unterschied 
oder Vergleich zur Ausgangspf lanze - die Resistenz gegen min- 
destens ein Pathogen besteht oder erhdht ist, all die Verfahren, 

35 die eine zur Erkennung einer vorliegenden oder erhohten Pathogen- 
resistenz geeignet sind. Dies konnen Symptome der Pathogen - 
infektion sein (z.B. Haustorium-Ausbildung bei Pilzinf ektion) 
aber auch die oben beschriebenen Symptome umfassen, die die 
Qualitat der Pflanze, die Quantitat des Ertrages, die Eignung 

40 zur Verwendung als Futter- oder Nahrungsmittel usw. betreffen. 

"Pathogen" meint im Rahmen der Erfindung beispielsweise 
jedoch nicht einschrankend Viren oder Viroide, Bakterien, Pilze, 
tierische Schadlinge, wie beispielsweise Insekten oder Nematoden. 
45 Besonders bevorzugt sind Pilze wie beispielsweise der Mehltau. Es 
ist jedoch anzunehmen, dass die Verminderung der Expression einer 
NADPH-Oxidase, ihrer Aktivitat oder Funktion auch eine Resistenz 
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gegen weitere Pathogene bewirkt. Beispielsweise jedoch nicht 
einschrankend seien nachfolgende Pathogene zu nennen: 

1. Pilzpathogene oder pilzahnliche Pathogene: 

5 

Pilzpathogene oder pilzahnliche Pathogene (wie z.B. Chromi- 
sta) stammen vorzugsweise aus der Gruppe umfassend Plasmodio- 
phorainycota, Oomycota, Ascomycota, Chytridiomyceten, Zygomy- 
cetes Basidiomycota und Deuteromyceten (Fungi imperfect!) . 
10 Beispielhaft jedoch nicht einschrankend seien die in Tabelle 

1 und 2 genannten Pathogene und die mit ihnen in Zusammenhang 
gebrachten Erkrankungen zu nennen. 



Tabelle 1: Pflanzliche Pilzerkrankungen 

15 



20 



25 



35 



45 



Erkrankung 


Pathogen 


Braunrost 


Puccinia recondita 


Gelbrost 


P. striiformis 


Ecnter Menitau 


i^rysipne gramims / Diumeria graiuinis 


Spel zenbr aune 


Septoria nodorum 


Blattdurre 


Septoria tritici 


Ahrenfusariosen 


Fusarium spp. 


Ha lmbruchkr ankhe i t 


Pseudocercosporella herpotrichoides 


Flugbrand 


Ustilago spp. 


We i z ens t e inbr and 


Tilletia caries 


Schwarzbeinigkeit 


Gaeumannomyces graminis 


Anthrocnose leaf blight 
Anthracnose stalk rot 


Colletotrichum graminicola (tele- 
omorph: Glomerella graminicola 
Politis) ; Glomerella tucumanensis 
(anamorph: Glomerella falcatum Went) 


Aspergillus ear and 
kernel rot 


Aspergillus flavus 


Banded leaf and sheath 
spot ( "Wurzeltoter " ) 


Rhizoctonia solani Kuhn = Rhizoctonia 
microsclerotia J. Matz (telomorph: 
Thanatephorus cucumeris) 


Black bundle disease 


Acremonium strictum W. Gams = 
Cephalosporium acremonium Auct. non 
Cor da 


Black kernel rot 


Lasiodiplodia theobromae = 
Botryodiplodia theobromae 


Borde bianco 


Marasmiellus sp. 


Brown spot (black spot, 
stalk rot) 


Physoderma maydis 


Cephalosporium kernel 
rot 


Acremonium strictum = Cephalosporium 
acremonium 


Charcoal rot 


Macrophomina phaseolina 
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Erkrankung 


Pathogen 


Corticium ear rot 


Thanatephorus cucumeris = 
Corticium sasakii 


Curvularia leaf spot 


Curvularia clavata, C. eragrostidis = 
C. maculans (teleomorph: Cochliobolus 
eragrostidis), Curvularia inaequalis, 
C. intermedia (teleomorph: Coch- 
liobolus intermedins ) , Curvularia 
lunata (teleomorph: Cochliobolus 
lunatus), Curvularia pallescens (tele- 
omorph: Cochliobolus pallescens) , 
Curvularia senegalensis, C. tuber- 
culata (teleomorph: Cochliobolus 
tuberculatus ) 


Didymella leaf spot 


Didymella exitalis 


Diplodia ear rot and 
stalk rot 


Diplodia frumenti (teleomorph: 
Botryosphaeria festucae) 


Diplodia ear rot, stalk 
rot, seed rot and seed- 
ling blight 


Diplodia maydis = 
Stenocarpella maydis 


Diplodia leaf spot or 
streak 


Stenocarpella macrospora = 
Diplodialeaf macrospora 



10 



15 



20 



Tabelle 2 : Falscher Mehltau 



40 



Erkrankung 


Pathogen 


Brown stripe downy 
mildew 


Sclerophthora rayssiae var. zeae 


Crazy top downy mildew 


Sclerophthora macrospora = 
Sclerospora macrospora 


Green ear downy mi 
Idew (gxaminicola downy 
mildew) 


Sclerospora graminicola 


Java downy mildew 


Peronosclerospora maydis = 
Sclerospora maydis 


Philippine downy mildew 


Peronosclerospora philippinensis = 
Sclerospora philippinensis 


Sorghum downy mildew 


Peronosclerospora sorghi = 
Sclerospora sorghi 


Spontaneum downy mildew 


Peronosclerospora spontanea = 
Sclerospora spontanea 


Sugarcane downy mildew 


Peronosclerospora sacchari = 
Sclerospora sacchari 


Dry ear rot (cob, 
kernel and stalk rot) 


Nigrospora oryzae 

(teleomorph: Khuskia oryzae) [ 



45 
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Erkrankung 


Pathogen 


5 
10 


Ear rots, minor 


Alternaria alternata = A. tenuis, 
Aspergillus glaucus, A. niger, 
Aspergillus spp., Botrytis cinerea 
(teleomorph: Botryotinia fuckeliana) , 
Cunninghamella sp . , 
Curvularia pallescens, 
Doratomyces stemonitis = 
Cephalotrichum stemonitis, 
Fusarium culmorum, 
Gonatobotrys simplex, 
Pithomyces maydicus, 
Rhizopus microsporus Tiegh. , 
R. stolonifer = R. nigricans, j 
Scopulariopsis brumptii 


15 


Ergot (horse ' s tooth) ! 


Claviceps gigantea j 
(anamorph: Sphacelia sp.) 




Eyespot 


Aureobasidium zeae = Kabatiella zeae 




Fusarium ear and stalk 
rot 


Fusarium subglutinans = 

F. moniliforme var . subglutinans 


20 


Fusarium kernel, root 
and stalk rot, seed rot 
and seedling blight 


Fusarium moniliforme 

(teleomorph: Gibberella fujikuroi) 




Fusarium stalk rot, 
seedling root rot 


Fusarium avenaceum 

(teleomorph: Gibberlla avenacea) 


25 


Gibberella ear and stalk 
rot 

(Ahren- u. Stengelf aule ) 


Gibberella zeae 

(anamorph: Fusarium graminearum) 




Gray ear rot 


Botryosphaeria zeae = Physalospora 
zeae (anamoroh: Macroohoma zeae) 


30 


Gray leaf spot 
(Cercospora leaf spot) 


Cercospora sorghi = C. sorghi var. 
maydis , C . zeae-maydis 




Helminthosporium root 
rot 


Exserohilum pedicellatum = Helmin- 
thosporium pedicellatum ■ (teleomorph: 
Setosphaeria pedicellata) 


35 


Hormodendrum ear rot 
(Cladosporium rot) 


Cladosporium cladosporioides = Hormo- 
dendrum cladosporioides , C. herbarum 
(teleomorph: Mycosphaerella tassiana) 




Hyalothyridium leaf spot 


Hyalothyridium maydis 




Late wilt 


Cephalosporium maydis 



40 



45 
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Erkrankung 


Pathogen 


Leaf spots / minor 


Alternaria alternata, 
Ascochyta maydis, A. tritici, 
A. zeicpla, Bipolaris victoriae = 
Helminthosporium victoriae 
(teleomorph: Cochliobolus victoriae) , 
C. sativus (anamorph: Bipolaris 
sorokiniana = H. sorokinianum = 
H. sativum) , Epicoccum nigrum, 
Exserohilum prolatum = Drechslera 
prolata (teleomorph: Setosphaeria 
prolata) 

Graphium penicillioides , 
Lieptospnaerxa mayciis, juepcounyrium 
zeae, Ophiosphaerella herpotricha, 
(anamorph: Scolecosporiella sp.) , 
Paraphaeosphaeria michotii, Phoma sp., 
Septoria zeae, S. zeicola, 
S . zeina 


Northern corn leaf 
blight (white blast, 
crown stalk rot, stripe) 


Setosphaeria turcica (anamorph: 
Exserohilum turcicum = Helmin- 
thosporium turcicum) 


Northern corn leaf spot 
Helminthosporium ear rot 
(race 1) 


Cochliobolus carbonum (anamorph: 
Bipolaris zeicola = Helminthosporium 
carbonum) 


Penicillium ear rot 
(blue eye, blue mold) 


Penicillium spp., P. chrysogenum, 
P. expansum, P. oxalicum 


Phaeocytostroma stalk 
rot and root rot 


Phaeocytostroma ambiguum, = Phaeocyto- 
sporella zeae 


Phaeosphaeria leaf spot 


Phaeosphaeria maydis = Sphaerulina 
maydis 


Physalospora ear rot 
(Botryosphaeria ear rot) 


Botryosphaeria festucae = Physalospora 
zeicola (anamorph: Diplodia frumenti) 


Purple leaf sheath 


Hemiparasitic bacteria and fungi 


Pyrenochaeta stalk rot 
and root rot 


Phoma terrestris = 
Pyrenochaeta terrestris 


Pythium root rot 


Pythium spp., P. arrhenomanes , 
P . graminicola 


Pythium stalk rot 


Pythium aphanidermatum = 
P. butleri L. 


Red kernel disease (ear 
mold, leaf and seed rot) 


Epicoccum nigrum 


Rhizoctonia ear rot 
(sclerotial rot) 


Rhizoctonia zeae (teleomorph: Waitea 
circinata) 


Rhizoctonia root rot and 
stalk rot 


Rhizoctonia solani, Rhizoctonia zeae 



45 
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Erkrankung 


Pathogen 


Root rots , minor 


Altemaria alternata, Cercospora 
sorghi, Dictochaeta fertilis, Fusarium 
acuminatum ( teleomorph : Gibberella 
acuminata) , F. equiseti (teleomorph: 
G. intricans) , F. oxysporum, 
r • poixiQuroseuiU; r . poae, r . jLU&tsuin, 
G. cyanogena, (anamorph: F . sulphu- 
reum) , Microdochium bolleyi , Mucor 
sp., Periconia circinata, Phytophthora 
cactorum, P. drechsleri, P. nicotianae 
var. parasitica, Rhizopus arrhizus 


Rostratum leaf spot 
(Helminthosporium leaf 
disease, ear and stalk 
rot) 


Setosphaeria rostrata, (anamorph: 
Exserohilum rostratum = He/mintho- 
sporium rostratum) 


Rust, common corn 


Puccinia sorghi 


Rust, southern corn 


Puccinia polysora 


Rust, tropical corn 


Physopella pallescens, P. zeae = 
Angiopsora zeae 


Sclerotium ear rot (sou- 
thern blight) 


Sclerotium rolfsii Sacc. (teleomorph: 
Athelia rolfsii) 


Seed rot-seedling blight 


Bipolaris sorokiniana, B. zeicola = 
Helminthosporium carbonum, Diplodia 
maydis, Exserohilum pedicillatum, 
Exserohilum turcicum = Helmintho- 
sporium turcicum, Fusarium avenaceum, 
r . cUJ_morum, r . moniiiiorine , uriojue 
rella zeae (anamorph: F. graminearum) , 
Macrophomina phaseolina, Penicillium 
spp., Phomopsis sp., Pythium spp., 
Rhizoctonia solani, R. zeae, Sclero- 
tium rolfsii, Spicaria sp. 


Selenophoma leaf spot 


Selenophoma sp . 


Sheath rot 


Gaeumannomyces graminis 


Shuck rot 


Myrothecium gramineum 


C i "1 o rrc* mol A 


Monascus ouroureus , M ruber 


Smut , common 


Ustilago zeae = U. maydis 


Smut, false 


Ustilaginoidea virens 


Smut , head 


Sphacelotheca reiliana = Sporisorium 
hole i sorghi 


Southern corn leaf 
blight and stalk rot 


Cochliobolus heterostrophus (anamorph: 
Bipolaris maydis = Helminthosporium 
maydis) 


Southern leaf spot 


Stenocarpella macrospora = Diplodia 
macrospora 
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Erkrazikung 


Pathogen 


Stalk rots, minor 


Cercospora sorghi, Fusarium episphae- 
na / r • merismoj-Q.es , r . oxy spoi lull 
Schlechtend, F. poae, F. roseum, 
F. solani (teleomorph: Nectria haema- 
tococca) , F. tricinctum, Mariannaea 
elegans, Mucor sp. , Rhopographus zeae, 
Spicaria sp. 


Storage rots 


Aspergillus spp., Penicillium spp. and 
other fungi 


Tar spot 


Phyllachora maydis 


Trichoderma ear rot and 
root rot 


Trichoderma viride = T. lignorum tele- 
omorph : Hypocrea sp . 


White ear rot, root and 
stalk rot 


Stenocarpella maydis = Diplodia zeae 


Yellow leaf blight 


Ascochyta ischaemi, Phyllosticta 
maydis (teleomorph: Mycosphaerella 
zeae-maydis ) 


Zonate leaf spot 


Gloeocercospora sorghi 



10 



15 



20 



Besonders bevorzugt sind 



- Plasmodiophoromycota wie Plasmodiophora brassicae (Kohl- 
hernie, clubroot of crucifers) , Spongospora subterranea 
25 (powdery scab of potato tubers) , Polymyxa graminis (root 

disease of cereals and grasses) , 



- Oomycota wie Bremia lactucae (Falscher Mehltau an 

Salat) , Peronospora (Falscher Mehltau) bei snapdragon 

30 (P. antirrhini), Zwiebel (P. destructor), Spinat (P. ef fusa) , 

Sojabohne (P. manchurica) , Tabak ("blue mold" = Blauschimmel; 
P. tabacina) Alfalfa und Klee (P. trif olium) , Pseudo- 
peronospora humuli (Falscher Mehltau an Hopfen) , Plasmopara 
(Falscher Mehltau bei Trauben) (P. viticola) und Soimenblume 

35 (P- halstedii) , Sclerophtohra macrospora (Falscher Mehltau 

bei Cerealien und Gasern) , Pythium (seed rot, seedling 
damping-off, and root rot and all types of plants, z.B. 
Wurzelbrand an Beta-Rube durch P. debaryanum) , Phytophthora 
infestans (Kraut- und Knollenfaule bei Kartoffel, Braunfaule 

40 bei Tomate etc.), Albugo spec, (white rust on cruciferous 

plants . 



- Ascomycota wie Microdochium nivale (Schjieeschimmel an Roggen 
und Weizen) , Fusarium graminearum, Fusarium culmorum (Ahren- 
45 faule v. a. bei Weizen), Fusarium oxysporum (Fusarium-Welke an 

Tomate), Blumeria graminis (Echter Mehltau an Gerste (f.sp. 
hordei) und Weizen (f.sp. tritici) ) , Erysiphe pisi (Erbsen- 
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mehltau) , Nectria galligena (Obstbaumkrebs) , Unicnula necator 
(Echter Mehltau der Weinrebe) , Pseudopeziza tracheiphila 
(Roter Brenner der Weinrebe) , Claviceps purpurea (Mutter- 
korn an z.B. Roggen und Grasern) , Gaeumannomyces graminis 
5 (Schwarzbeinigkeit an Weizen, Roggen u.a. Grasern), Magna- 

porthe grisea (rice blast disease) , Pyrenophora graminea 
(Streifenkrankheit an Gerste) , Pyrenophora teres (Netz- 
f leckenkrankheit an Gerste) , Pyrenophora tritici-repentis 
(Blattfleckenkrankheit (Blattdurre) an Weizen) , Venturia 
10 inaecjualis (Apf elschorf ) , Sclerotinia sclerotium (WeiS- 

stengeligkeit, Rapskrebs) , Pseudopeziza medicaginis (Klappen- 
schorf an Luzerne, WeiS- und Rotklee) . 

- Basidiomyceten wie Typhula incarnata (Typhula-Faule an 
15 Gerste , Roggen, Weizen), Ustilago maydis (Beulenbrand an 

Mais), Ustilago nuda (Flugbrand an Gerste), Ustilago tritici 
(Flugbrand an Weizen, Dinkel) , Ustilago avenae (Flugbrand 
an Hafer) , Rhizoctonia solani (Wurzeltoter an Kartof feln) , 
Sphacelotheca spp. (head smut of sorghum) , Melanapsora lini 
20 (rust of flax) , Puccinia graminis (Schwarzrost an Weizen, 

Gerste, Roggen, Hafer) , Puccinia recondita (Braunrost an 
Weizen) , Puccinia dispersa (Braunrost an Roggen) , Puccinia 
hordei (Braunrost an Gerste) , Puccinia coronata (Kronenrost 
an Hafer) , Puccinia striif ormis (Gelbrost an Weizen, Gerste, 
25 Roggen sowie zahlreichen Grasern) , Uromyces appendiculatus 

(Bohnenrost) , Sclerotium rolf sii (root and stem rots of many 
plants) . 



- Deuteromyceten (Fungi imperfect!) wie Septoria nodorum 
30 (Spelzenbraune) an Weizen (Septoria tritici) , Pseudocerco- 

sporella herpotrichoides (Halmbruchkrankheit an Weizen, 
Gerste, Roggen) , Rynchosporium secalis (Blattfleckenkrankheit 
an Roggen und Gerste) , Alternaria solani (Diirrf leckenkrank- 
heit an Kartof f el, Tomate) , Phoma betae (Wurzelbrand an Beta- 
35 Rube) , Cercospora beticola (Cercospora-Blattf leckenkrankheit 

an Beta-Rube) , (Alternaria brassicae (Rapsschwarze an Raps, 
Kohl u.a. Kreuzbliitlern) , Verticillium dahliae (Rapswelke und 
-Stengel faule) , Colletotrichum lindemuthianum (Brennf lecken- 
krankheit an Bohne) , Phoma ling am - Umf allkrankheit (Schwarz- 
40 beinigkeit an Kohl; Wurzelhals- oder Stengelfaule an Raps), 

Botrytis cinerea (Grauschimmel an Weinrebe, Erdbeere, Tomate, 
Hopf en etc . ) . 



Am meisten bevorzugt sind Phytophthora infestans (Kraut- und 
45 Knollenfaule, Braunfaule bei Tomate etc.), Microdochium nivale 
(vormals Fusarium nivale; Schneeschimmel an Roggen und Weizen) , 
Fusarium graminearum, Fusarium culmorum (Ahrenfaule an Weizen) , 
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Fusariuin oxysporum (Fusarium-Welke an Tomate) , Blumeria graminis 
(Echter Mehltau an Gerste (f . sp. hordei) und Weizen (f . sp. 

tritici)), Magnaporthe grisea (rice blast disease), Sclerotinia 

sclerotium (WeiSstengeligkeit , Rapskrebs) , Septoria nodorum und 
5 Septoria tritici (Spelzenbraune an Weizen) , Alternaria brassicae 
(Rapsschwarze an Raps, Kohl u.a. Kreuzblutlern) , Phoma lingam 
(Umf allkrankheit , Schwarzbeinigkeit an Kohl; Wurzelhals- oder 

Stengel faule an Raps) . 



10 2. Bakterielle Pathogene: 



Beispielhaft jedoch nicht einschrankend seien die in 
Tabelle 3 genannten Pathogene und die mit ihnen in Zusammen- 
hang gebrachten Erkrankungen zu nennen. 

15 

Tabelle 3 : Bakterielle Erkrankungen 



25 



30 



Erkrankung 


Pathogen 


Bacterial leaf blight and 
stalk rot 


Pseudomonas avenae subsp. avenae 


Bacterial leaf spot 


Xanthomonas campestris pv. holcicola 


Bacterial stalk rot 


Enterobacter dissolvens = 
Erwinia dissolvens 


Schwarzbeinigkeit 
("Bacterial stalk and top 
rot") 


Erwinia carotovora subsp. caroto- 
vora, Erwinia chrysanthemi pv. zeae 


Bacterial stripe 


Pseudomonas andropogonis 


Chocolate spot 


Pseudomonas syringae pv. corona- 
f aciens 


Goss's bacterial wilt, and 
blight (leaf freckles and 
wilt) 


Clavibacter michiganensis subsp. 
nebraskensis = Corynebacterium 
michiganense pv . andnebraskense 


Holcus spot 


Pseudomonas syringae pv. syringae 


Purple leaf sheath 


Hemiparasitic bacteria 


Seed rot-seedling blight 


Bacillus subtilis 


Stewart's disease 
(bacterial wilt) 


Pantoea stewartii = 
Erwinia stewartii 


Corn stunt 

(achapparraiaiento , maize 
stunt, Mesa Central or Rio 
Grande maize stunt) 


Spiroplasma kunkelii 



Ganz besonders bevorzugt sind nachfolgende pathogene Bakterien: 
45 Corynebacterium sepedonicum (Bakterienringf aule an Kartof fel) , 
Erwinia carotovora (Schwarzbeinigkeit an Kartof fel) , Erwinia 
amylovora (Feuerbrand an Birne, Apfel, Quitte) , Streptomyces 
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scabies (Kartof f elschorf ) , Pseudomonas syringae pv. tabaci 
(Wildfeuer an Tabak) , Pseudomonas syringae pv. phased icola 
(Fettf leckenkrankheit an Buschbohne) , Pseudomonas syringae pv. 
tomato ("bacterial speck" an Tomate) , Xanthomonas campestris pv. 
5 malvacearum (Blattf leckenkrankheit an Baumwolle) und Xanthomonas 
campestris pv. oryzae (Bakterienf aule an Reis und anderen 
Grasern) . 



3 . Virale Pathogene : 

10 

"Virale Pathogene" schlieSt samtliche Pf lanzenviren ein 
wie beispielsweise Tabak- oder oder Cucumber-Mo saiv Virus, 
Ringspot-Virus , Nekrose-Virus, Mais Dwarf -Mosaic Virus etc. 



15 Beispielhaft jedoch nicht einschr&nkend seien die in 

Tabelle 4 genannten Pathogene und die mit ihnen in Zusammen- 
hang gebrachten Erkrankungen zu nennen. 



Tabelle 4: Virale Erkrankungen 

20 



25 



35 



45 



Krankheit 


Pathogen 


American wheat striate 
(wheat striate mosaic) 


American wheat striate mosaic virus 
(AWSMV) 


Barley stripe mosaic 


Barley stripe mosaic virus (BSMV) 


Barley yellow dwarf 


Barley yellow dwarf virus (BYDV) 


Brome mosaic 


Brome mosaic virus (BMV) 


Cereal chlorotic mottle 


Cereal chlorotic mottle virus (CCMV) 


Corn chlorotic vein 
banding (Braizilian 
maize mosaic) 


Corn chlorotic vein banding virus 
(CCVBV) 


Corn lethal necrosis 


Viruskomplex aus Maize chlorotic 
mottle virus (MCMV) und Maize dwarf 
mosaic virus (MDMV) A oder B oder 
Wheat streak mosaic virus (WSMV) 


Cucumber mosaic 


Cucumber mosaic virus (CMV) 


Cynodon chlorotic streak 


Cynodon chlorotic streak virus (CCSV) 


Johnsongrass mosaic 


Johnsongrass mosaic virus (JGMV) 


Maize bushy stunt 


Mycoplasma-like organism (MLO) 
associated 


Maize chlorotic dwarf 


Maize chlorotic dwarf virus (MCDV) 


Maize chlorotic mottle 


Maize chlorotic mottle virus (MCMV) 


Maize dwarf mosaic 


Maize dwarf mosaic virus (MDMV) 
strains A, D, E and F 


Maize leaf fleck 


Maize leaf fleck virus (MLFV) 


Maize line 


Maize line virus (MLV) 
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V 


• 




Krankheit 


Pathogen 




Maize mosaic (corn leaf 
stripe , enanismo rayado ) 


Maize mosaic virus (MMV) 


5 


Maize mottle and chloro- 
tic stunt 


Maize mottle and chlorotic stunt virus 




Maize pellucid ringspot 


Maize pellucid ringspot virus (MPRV) 




Maize raya gruesa 


Maize raya gruesa virus (MRGV) 


10 


maize rayado fino (fine 
striping disease) 


Maize rayado fino virus (MRFV) 


Maize red leaf and red 
stripe 


Mollicute 




Maize red stripe 


Maize red stripe virus (MRSV) 




Maize ring mottle 


Maize ring mottle virus (MRMV) 


15 


Maize rio IV j 


Maize rio cuarto virus (MRCV) 




Maize rough dwarf 
( nani smo ruvido ) 


Maize rough dwarf virus (MRDV) (Cereal 
1" i H^rincr disease vims) 1 




Maize sterile stunt 


Maize sterile stunt virus (strains 
of barley yellow striate virus) 


20 


Maize streak 


Maize streak virus (MSV) 




Maize stripe (maize 
chl orotic stripe, maize 
hoja blanca) 


Maize stripe virus 




Maize stunting 


Maize stunting virus 


25 


Maize tassel abortion 


Maize tassel abortion virus (MTAV) 




Maize vein enation 


Maize vein enation virus (MVEV) 




Maize wallaby ear 


Maize wallaby ear virus (MWEV) 




Maize white leaf 


Maize white leaf virus 


30 


Maize white line mosaic 


Maize white line mosaic virus (MWLMV) 




Millet red leaf 


Millet red leaf virus (MRLV) 




Northern cereal mosaic 


Northern cereal mosaic virus (NCMV) 




Oat pseudorosette 
( zakuklivanie ) 


Oat Dseudorosette virus 


35 


Oat sterile dwarf 


Oat sterile dwarf virus (OSDV) 




Rice black-streaked 
dwarf 


Rice black— streaked dwarf virus 
(RBSDV) 




Rice stripe 


Rice stripe virus (RSV) 


40 


Sorghum mosaic 


Sorghum mosaic virus (SrMV) (auch: 
sugarcane mosaic virus (SCMV) Stamme 
H, I and M) 




Sugarcane Fiji disease 


Sugarcane Fiji disease virus (FDV) 


45 


Sugarcane mosaic 


Sugarcane mosaic virus (SCMV) strains 
A, B, D, E, SC, BC, Sabi and MB 
(formerly MDMV-B) 




Wheat spot mosaic 


Wheat spot mosaic virus (WSMV) 
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4. Tierische Schadlinge 

4 . 1 Ins ek ten Pathogene : 

5 Beispielhaft jedoch nicht einschrankend seien Insekten wie 

beispielsweise Kafer, Raupen, Lause oder Milben zu nennen. 
Bevorzugt sind Insekten der Gattungen Coleoptera, Diptera, 
Hymenoptera, Lepidoptera, Mallophaga, Homoptera, Hemiptera, 
Orthoptera, Thysanoptera. Dermaptera, Isoptera, Anoplura, 

10 Siphonaptera, Trichoptera, etc.. Besonders bevorzugt sind 

Coleoptera and Lepidoptera Insekten, wie beispielsweise 
den Maiszunsler (European Corn Borer (ECB) ) , Diabrotica 
barberi ("northern corn rootworm" ) , Diabrotica undecim- 
punctata ("southern corn rootworm" ) , Diabrotica virgifera 

15 ("Western corn rootworm" ) , Agrotis ipsilon ("black cutworm"), 

Crymodes devastator ("glassy cutworm"), Feltia ducens ("dingy 
cutworm"), Agrotis gladiaria ("claybacked cutworm"), Melano- 
tus spp., Aeolus mellillus ( "wireworm" ) , Aeolus mancus 
("wheat wireworm"), Horistonotus uhlerii ("sand wireworm"), 

20 Sphenophorus maidis ("maize billbug"), Sphenophorus zeae 

("timothy billbug"), Sphenophorus parvulus ("bluegrass 
billbug"), Sphenophorus callosus ("southern corn billbug"), 
Phyllogphaga spp. ("white grubs"), Anuraphis maidiradicis 
("corn root aphid"), Delia platura ("seedcorn maggot"), 

25 Colaspis brunnea ("grape colaspis"), Stenolophus lecontei 

("seedcorn beetle") und Clivinia impressif rons ("lender 
seedcorn beetle") . 

Ferner sind zu nennen: Das Getreidehahnchen (Oulema 
30 melanopus) , die Fritf liege (Oscinella frit), Drahtwurmer 

(Agrotis lineatus) und Blattlause (wie z.B. Haf erblattlaus 
Rhopalosiphum padi, GroSe Getreideblattlaus Sitobion avenae) . 



35 



4 . 2 Nemat oden : 

Beispielhaft jedoch nicht einschrankend seien die in 
Tabelle 6 genannten Pathogene und die mit ihnen in Zusammen- 
hang gebrachten Erkrankungen zu nennen. 



40 


Tabelle 6 : 


Parasitare Nematoden 




Schadigung 


Pathogene Nematode 




Awl 


Dolichodorus spp., D. heterocephalus 


45 


Stengel- oder Stockalchen, 
Rubenkop f a 1 chen 
("Bulb and stem"; Europe) 


Di tyl enchus dips ac i 




Burrowing 


Radopholus s imi lis 
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Sckadigung 


Pathogene Nematode 


Hafer zystenalchen ( ''Cyst" ) 


Heterodera avenae, H. zeae, Puncto- 
dera chalcoensis 


Dagger 


Xiphinema spp., X. americanum, X. 
mediterraneum 


False root-knot 


Nacobbus dorsalis 


Lance, Columbia 


Hoplolaimus columbus 


Lance \ 


Hoplolaimus spp., H. galeatus 


Lesion 


Pratylenchus spp., P. brachyurus, P. 
crenatus, P. hexincisus, P. neglec- 
tus, P. penetrans , P. scribneri, P. 
thornei, P. zeae 


Needle 


Longidorus spp., L. breviannulatus 


Ring 


Criconemella spp . , C . ornata 


Wurzelgallenalchen 
("Root-knot") 


Meloidogyne spp., M. chitwoodi, M. 
incognita, M. javanica 


Spiral 


Helicotylenchus spp . 


Sting 


Belonolaimus spp. , B. longicaudatus 


Stubby-root 


Paratrichodorus spp., P. christiei, 
P. minor, Quinisulcius acutus, Tri- 
chodorus spp . 


Stunt 


Tylenchorhynchus dubius 
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20 



25 

Ganz besonders bevorzugt sind Globodera rostochiensis und 
G. pallida (Zystenalchen an Kartoffel, Tomate u.a. Nachtschatten- 
gewachsen) , Heterodera schachtii (Rubenzystenalchen an Zucker- 
und Futterrube, Raps, Kohl etc.), Heterodera avenae (Hafer- 

30 zystenalchen an Hafer u.a. Getreidearten) , Ditylenchus dipsaci 
(Stengel- Oder Stockalchen, Riibenkopf alchen an Roggen, Hafer, 
Mais, Klee, Tabak, Rube), Anguina tritici (Weizenalchen, Rade- 
krankheit an Weizen (Dinkel, Roggen) , Meloidogyne hapla (Wurzel- 
gallenalchen an Mohre, Gurke, Salat, Tomate, Kartoffel, Zucker- 

35 rube, Luzerne) . 

Als fur die einzelnen Sorten bevorzugte Pilz- oder Virus-Patho- 
gene sind beispielsweise zu nennen: 



40 



1. Gerste: 



45 



Pilz-, bakterielle und virale Pathogene: Puccinia graminis 
f.sp. hordei (barley stem rust), Blumeria (Erysiphe) graminis 
f.sp. hordei (Barley Powdery Mildew), barley yellow dwarf vi- 
rus (BYDV) , 
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Pathogene Insekten / Nematoden: Ostrinia nubilalis (European 
corn borer) ; Agrotis ipsilon (black cutworm) ; Schizaphis 
graminum (greenbug) ; Blissus leucopterus leucopterus (chinch 
bug) ; Acrosternum hilare (green stink bug) ; Euschistus servus 
(brown stink bug) ; Deliaplatura (seedcorn maggot) ; Mayetiola 
destructor (Hessian fly) ; Petrobia latens (brown wheat mite) . 

So j abohne : 

Pilz-, bakterielle oder virale Pathogene: Phytophthora mega- 
sperma f sp . glycinea, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia 
solani, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium oxysporum, 
Diaporthe phaseolorum var. sojae (Phomopsis sojae) , Diaporthe 
phaseolorum var. caulivora, Sclerotium rolfsii, Cercospora 
kikuchii, Cercospora sojina, Peronospora manshurica, Colleto- 
trichum dematium (Colletotrichum truncatum) , Corynespora 
cassiicola, Septoria glycines, Phyllosticta sojicola, Alter- 
naria alternata, Pseudomonas syringae p. v. glycinea, Xantho- 
monas campestris p. v. phaseoli, Microsphaera diffussa, 
Fusarium semitectum, Phialophora gregata, Sojabohnen Mosaik- 
virus, Glomerella glycines, Tobacco Ring spot virus, Tobacco 
Streak virus, Phakopsorapachyrhizi , Pythium aphanidermatum, 
Pythium ultimum, Pythium debaryanum, Tomato spotted wilt 
virus, Heterodera glycines Fusarium solani. 

Pathogene Insekten / Nematoden: Pseudoplusia includens (soy- 
bean looper) ; Anticarsia gemmatalis (velvetbean caterpillar) 
Plathypena scabra (green cloverworm) ; Ostrinia nubilalis 
(European corn borer) ; Agrotis ipsilon (black cutworm) ; 
Spodoptera exigua (beet armyworm) ; Heliothis virescens 
(cotton budworm) ; Helicoverpa zea (cotton bollworm) ; 
Epilachna varivestis (Mexican bean beetle) ; Myzus persicae 
(green peach aphid) ; Empoasca fabae (potato leaf hopper) ; 
Acrosternum hilare (green stink bug) ; Melanoplus femurrubrum 
(redlegged grasshopper) ; Melanoplus dif f erentialis (differen- 
tial grasshopper); Hylemya platura (seedcorn maggot) ; Seri- 
cothrips variabilis (soybean thrips) ; Thrips tabaci (onion 
thrips) ; Tetranychus turkestani (strawberry spider mite) ; 
Tetranychus urticae (twospotted spider mite) ; 



Pilz-, bakterielle oder virale Pathogene: Albugo Candida, 
Alternaria brassicae, Leptosphaeria maculans, Rhizoctonia 
solani, Sclerotinia sclerotiorum, Mycosphaerella brassiccola, 
Pythium ultimum, Peronospora parasitica, Fusarium roseum, 
Alternaria alternata. 



Canola: 
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Alfalfa: 

Pilz,, bakterielle oder virale Pathogene: Clavibater michi- 
ganese subsp. insidiosum, Pythium ultimum, Pythium irre- 
gulare, Pythium splendens, Pythium debaryanum, Pythium 
aphani derma turn, Phytophthora megasperma, Peronospora tri- 
foliorum, Phoma medicaginis var. medicaginis, Cercospora 
medicaginis, Pseudopeziza medicaginis, Leptotrochila medi- 
caginis, Fusarium, Xanthomonas campestris p. v. alfalfae, 
Aphanomyces euteiches, Stemphylium herbarum, Stemphylium 
alfalfae. 



Pilz- bakterielle oder virale Pathogene: Pseudomonas syringae 
p. v. atrofaciens, Urocystis agropyri, Xanthomonas campestris 
p. v. translucens, Pseudomonas syringae p. v. syringae, Alter- 
naria alternata, Cladosporium herbarum, Fusarium graminearum, 
Fusarium avenaceum, Fusarium culmorum, Ustilago tritici, 
Ascochyta tritici, Cephalosporium gramineum, Collotetrichum 
graminicola, Erysiphe graminis f.sp. tritici, Puccinia 
graminis f.sp ? tritici, Puccinia recondita f .sp. tritici, 
Puccinia striiformis, Pyrenophora tritici-repentis, Septoria 
nodorum, Septoria tritici, Septoria avenae, Pseudocerco- 
sporella herpotrichoides , Rhizoctonia solani, Rhizoctonia 
cerealis, Gaeumannomyces graminis var. tritici, Pythium 
aphani derma turn, Pythium arrhenomanes , Pythium ultimum, 
Bipolaris sorokiniana, Barley Yellow Dwarf Virus, Brome 
Mosaic Virus, Soil Borne Wheat Mosaic Virus, Wheat Streak 
Mosaic Virus, Wheat Spindle Streak Virus, American Wheat 
Striate Virus, Claviceps purpurea, Tilletia tritici, Tilletia 
laevis, Ustilago tritici, Tilletia indica, Rhizoctonia 
solani, Pythium arrhenomannes , Pythium gramicola, Pythium 
aphanidermatum, High Plains Virus, European wheat striate 
virus, Puccinia graminis f.sp. tritici (Wheat stem rust), 
Blumeria (Erysiphe) graminis f.sp. tritici (Wheat Powdery 
Mildew) 

Pathogene Insekten / Nematoden: Pseudaletia unipunctata (army 
worm); Spodoptera, frugiperda (fall armyworm) ; Elasmopalpus 
lignosellus (lesser cornstalk borer) ; Agrotis orthogonia 
(western cutworm); Elasmopalpus Zignosellus (lesser cornstalk 
borer) ; Oulema melanopus (cereal leaf beetle) ; Hypera punc- 
tata (clover leaf weevil) ; Diabrotica undecimpunctata howardi 
(southern corn rootworm) ; Russian wheat aphid; Schizaphis 
graminum (greenbug) ; Macrosiphum avenae (English grain 
aphid) ; Melanoplus femurrubrum (redlegged grasshopper) ; 



WO 2004/009820 




T/EP2003/007589 



21 



5 

6. 

10 
15 
20 
25 

7. 

30 
35 
40 
45 



Melanoplus dif f erentialis (differential grasshopper) ; 
Melanoplus sanguinipes (migratory grasshopper) ; Mayetiola 
destructor (Hessian fly) ; Sitodiplosis mosellana (wheat 
midge) ; Meromyza americana (wheat stem maggot) ; Hylemya 
coarctata (wheat bulb fly) ; Frankliniella fusca (tobacco 
thrips) ; Cephus cinctus (wheat stem sawf ly) ; Aceria tulipae 
(wheat curl mite) ; 

Sonnenblume : 

Pilz-, bakterielle oder virale Pathogene: Plasmophora 
halstedii, Sclerotinia sclerotiorum, Aster Yellows, Septoria 
helianthi, Phomopsis helianthi, Alternaria helianthi, Alter - 
naria zinniae, Botrytis cinerea, Phoma macdonaldii, Macro- 
phomina phaseolina, Erysiphe c ichor acearum, Rhizopus oryzae, 
Rhizopus arrhizus, Rhizopus stolonifer, Puccinia helianthi, 
Verticillium dahliae, Erwinia carotovorum p. v. Carotovora, 
Cephalosporium acremonium, Phytophthora crypt ogea, Albugo 
tragopogonis . 

Pathogene Insekten / Nematoden: Suleima helianthana (sun- 
flower bud moth) ; Homoeosoma electellum (sunflower moth) ; 
zygogramma exclamationis (sunflower beetle) ; Bothyrus 
gibbosus (carrot beetle) ; Neolasioptera murtf eldtiana 
(sunf lower seed midge) ; 



Pilz-, bakterielle oder virale Pathogene: Fusarium monili- 
forme var. subglutinans, Erwinia stewartii, Fusarium monili- 
forme, Gibberella zeae (Fusarium graminearum) , Stenocarpella 
maydi (Diplodia maydis), Pythium irregulare, Pythium debarya- 
nuiti, Pythium graminicola, Pythium splendens, Pythium ultimum, 
Pythium aphani derma turn, Aspergillus flavus, Bipolaris maydis 

0, T (Cochliobolus heterostrophus) , Helminthosporium carbonum 

1, II & III (Cochliobolus carbonum), Exserohilum turcicum I, 
II & III, Helminthosporium pedicellatum, Physoderma maydis, 
Phyllosticta maydis, Kabatiella maydis, Cercospora sorghi, 
Ustilago maydis, Puccinia sorghi, Puccinia polysora, Macro- 
phomina phaseolina, Penicillium oxalicum, Nigrospora oryzae, 
Cladosporium herbarum, Curvularia lunata, Curvularia inae- 
qualis, Curvularia pallescens, Clavibacter michiganese subsp. 
nebraskense, Trichoderma viride, Maize Dwarf Mosaic Virus A 

& B, Wheat Streak Mosaic Virus, Maize Chlorotic Dwarf Virus, 
Claviceps sorghi, Pseudonomas avenae, Erwinia chrysanthemi 
p. v. Zea, Erwinia corotovora, Corns tunt spiroplasma, Diplodia 
macrospora, Sclerophthora macrospora, Peronosclerospora 
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sorghi, Peronosclerospora Philippines is , Peronosclerospora 
maydis, Peronosclerospora sacchari, Spacelotheca reiliana, 
Physopella zeae, Cephalosporium maydis, Caphalosporium acre- 
monium, Maize Chlorotic Mottle Virus, High Plains Virus, 
Maize Mosaic Virus, Maize Rayado Fino Virus, Maize Streak 
Virus (MSV, Mais strichel -Virus) , Maize Stripe Virus, Maize 
Rough Dwarf Virus. 

Pathogene Insekten / Nematoden: Ostrinia nubilalis (European 
corn borer) ; Agrotis ipsilon (black cutworm) ; Helicoverpa zea 
(corn earworm) ; Spodoptera frugiperda. (fall armyworm) ; Dia- 
traea grandiosella (southwestern corn borer) ; Elasmopalpus 
lignosellus (lesser cornstalk borer) ; Diatraea saccharalis 
(surgarcane borer) ; Diabrotica virgifera (western corn 
rootworm) ; Diabrotica longicornis barberi (northern corn 
rootworm) ; Diabrotica undecimpunctata howardi (southern corn 
rootworm); Melanotus spp. (wireworms); Cyclocephala borealis 
(northern masked chafer; white grub) ; Cyclocephala immaculata 
(southern masked chafer; white grub) ; Popillia japonica 
(Japanese beetle) ; Chaetocnema pulicaria (corn flea beetle) ; 
Sphenophorus maidis (maize billbug) ; Rhopalosiphum maidis 
(corn leaf aphid) ; Anuraphis maidiradicis (corn root aphid) ; 
Blissus leucopterus leucopterus (chinch bug) ; Melanoplus 
f emurrubrum (redlegged grasshopper) ; Melanoplus sanguinipes 
(migratory grasshopper) ; Hylemva platura (seedcom maggot) ; 
Agromyza parvicornis (corn blot leaf miner) ; Anaphothrips 
obscrurus (grass thrips) ; Solenopsis milesta (thief ant); 
Tetranychus urticae (twospotted spider mite) . 

Sorghum: 

Pilz-, bakterielle oder virale Pathogene: Exserohilum 
turcicum, Colletotrichum graminicola (Glomerella gramini- 
cola) , Cercospora sorghi, Gloeocercospora sorghi, Ascochyta 
sorghina, Pseudomonas syringae p. v. syringae, Xanthomonas 
campestris p. v. holcicola, Pseudomonas andropogonis, Puccinia 
purpurea, Macrophomina phaseolina, Perconia circinata, Fusa- 
rium monilifonne, Alternaria alternate, Bipolar is sorghicola, 
Helminthosporium sorghicola, Curvularia lunata, Phoma insi- 
diosa, Pseudomonas avenae (Pseudomonas alboprecipitans ) , 
Ramulispora sorghi, Ramulispora sorghicola, Phyllachara 
sacchari, Sporisorium reilianum (Sphacelotheca reiliana) , 
Sphacelotheca cruenta, Sporisorium sorghi, Sugarcane mosaic 
H, Maize Dwarf Mosaic Virus A & B, Claviceps sorghi, Rhizoc- 
tonia solani, Acremonium strictum, Sclerophthona macrospora, 
Peronosclerospora sorghi, Peronosclerospora philippinensis, 
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Sclerospora graminicola, Fusarium graminearum, Fusarium 
oxysporum, Pythium arrhenomanes, Pythium graminicola. 

Pathogene Insekten / Nematoden: Chilo partellus (sorghum 
borer); Spodoptera frugiperda (fall armyworm); Helicoverpa 
zea (corn ear-worm) ; Elasmopalpus lignosellus (lesser corn- 
stalk borer) ; Feltia subterranea (granulate cutworm) ; Phvllo- 
phaga crinita (white grub); Eleodes, Conoderus und Aeolus 
spp. (wireworm) ; Oulema melanopus (cereal leaf beetle); 
Chaetocnema pulicaria (corn flea beetle) ; Sphenophorus maidis 
(maize billbug) ; Rhopalosiphum maidis (corn leaf aphid); 
Siphaf lava (yellow sugarcane aphid) ; Blissus leucopterus 
leucopterus (chinch bug) ; Contarinia sorghicola (sorghum- 
midge) ; Tetranychus cinnabarinus (carmine spider mite) ; 
Tetranychus urticae (two spotted spider mite) . 

Baumwolle : 

Pathogene Insekten / Nematoden: Heliothis virescens (cotton 
budworm) ; Helicoverpa zea (cotton bollworm) ; Spodoptera 
exigua (beet armyworm) ; Pectinophora gossypiella (pink 
bollworm) ; Anthonomus grandis grandis (boll weevil) ; Aphis 
gossypii (cotton aphid) ; Pseudatomoscelis seriatus (cotton 
fleahopper) ; Trialeurodes abutilonea (bandedwinged whitef ly) ; 
Lygus lineolaris (tarnished plant bug) ; Melanoplus femur- 
rubrum (redlegged grasshopper) ; Melanoplus dif f erentialis 
(differential grasshopper); Thrips tabaci (onion thrips); 
Franklinkiella fusca (tobacco thrips) ; Tetranychus cinna- 
barinus (carmine spider mite) ; Tetranychus urticae (two- 
spotted spider mite) ; 



Pathogene Insekten / Nematoden: Diatraea saccharalis (sugar- 
cane borer); Spodoptera frugiperda (fall armyworm); Helico- 
verpa zea (corn earworm) ; Colaspis brunnea (grape colaspis) ; 
Lissorhoptrus oryzophilus (rice water weevil) ; Sitophilus 
oryzae (rice weevil) ; Nephotettix nigropictus (rice leaf- 
hopper) ; Blissus leucopterus leucopterus (chinch bug) ; Acro- 
sternum hilare (green stink bug) ; 



Pathogene Insekten / Nematoden: Brevicoryne brassicae 
(cabbage aphid) ; Phyilotreta cruciferae (Flea beetle) ; 
Mamestra conjgurata (Bertha armyworm) ; Plutella xylostella 
(Diamond-back moth); Delia ssp. (Root maggots). 



10. Reis: 



11. Raps: 
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"NADPH-Oxidase" meint im Rahmen der Erfindung all solche Enzyme, 
die als wesentliche Eigenschaft befahigt sind mittels eines Ein- 
zelelektronentransfers molekularen Sauerstoff (0 2 ) zu Superoxid 
(O2") umzusetzen. Bevorzugt sind die Enzyme die durch die EC- 
5 Klasse E.C.I. 23. 45. 3 beschrieben werden. Dabei kann die NADPH- 
Oxidasen aus einem oder mehr Polypeptiden bestehen, die gleich 
oder unterschiedlich sein konnen. 

Bevorzugt ist die NADPH-Oxidase ein Flavocytochromprotein und 
10 umfasst als prosthetische Gruppen ein Cytochrom b und/oder eine 
FAD Einheit. Die NADPH-Oxidase kann aus einem ocipi Heterodimer 
bestehen, wobei die p Untereinheit die funktionelle Untereinheit 
des Flavocytochroms darstellen und als Glykoprotein die Elektro- 
nentransportkomponenten umfassen kann (eine hydrophile, zyto- 
15 solische, C-terminale Domane, welche NADPH und FAD enthalt, sowie 
4 bis 6 N-terminale, putative Transmembrane-a-Helixes , welche 
zwei Histidin-komplexierte prosthetische Haem-Gruppen enthalt) . 
Die a-Untereinheit kann eine C-terminale, Prolin-reiche Sequenz 
umfassen, welche potentielle zytosoliche, aktivierende Faktoren 
20 der NADPH-Oxidase zu binden vermag . Durch die Bindung der zyto- 
solische phox Proteine (z.B. p47-phox, p67-phox, p40-phox) und 
p21rac - ein GTP-bindendes Protein - kann Aktivierung erfolgen. 

Dem Fachmann sind zahlreiche NADPH-Oxidasen aus pflanzlichen 
25 Organismen bekannt (u.a. Torres MA et al . (1998) Plant J 14: 
365-370) . Beispielhaft jedoch nicht einschr&nkend seien die 
Sequenz en mit nachf olgenden GenBnk Acc.-No. zu nennen : AJ251717 
(Hordeum vulgare) , AP003560 (Oryza sativa var. japonica) , 
AJ320505 (Nicotiana tabacum) , AB050660 (Solanum tuberosum) , 
30 AF088276 (Lycopersicon esculentum) , AB008111 (Arabidopsis 
thaliana; Atrboh F) , AF055357 (Arabidopsis thaliana; RbohD) , 
AJ309006 (Nicotiana tabacum; rboh) , AP003271 (Oryza sativa cv. 
japonica), AF055355 (Arabidopsis thaliana; RbohC) , AF055353 (Ara- 
bidopsis thaliana; RbohA) . Insbesondere bevorzugt sind die NADPH- 
35 OXIDASEN, die eine Sequenz gemaS SEQ ID: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 
16, 18, 20 oder 22 umfassen. 

Die zu den im Rahmen dieser Erfindung of fenbarten NADPH-Oxidase 
Sequenzen homologen Sequenzen aus anderen Pflanzen konnen z.B. 

40 durch Datenbanksuche oder Durchmustern von Gen-Banken - unter 

Verwendung der NADPH-Oxidase Sequenzen als Suchsequenz bzw. Sonde 
- leicht aufgefunden werden. Beispielhaft seien dabei Sequenzen 
mit nachf olgenden GenBnk Acc.-No. zu nennen: CAC51517.1, 
AJ251717, T03973, BAB68079.1, AP003560, T02024, CAC87256.1, 

45 AJ320505, BAB70750.1, AB050660, AF088276_1, NP_564821 . 1,N 

M_105079, T00265 AC007764_16, NP_192862.1, NM_117194, AF147783_1, 
AAM28891.1, AF506374, CAC84140.1, AJ309006, T51804, NP_199602.1, 
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NMJL24165, BAB89740.1, AP003271,. AAC39477.1, AF055355, 
NP_199919.1, NM_124485, AAC39475.1, AF055353, NP_196356 . 1 , 
MJL120821, NP_194239.1, NWL118641, BAB08369.1, AB015475, 
AAC39478.1, AF055356, AC069143_9, NP_173357.1, NMJ.01781, 
5 NP_172383.1, ISJM_100780, AAB70398.1, AC000106, AAC39476.1, 

AF055354, BAB70751.1, AB050661, BAB63664.1, AP003275, AAD24966.1, 
AF109150. 



Besonders bevorzugt umfasst die Polypeptidsequenz der NADPH- 
10 Oxidase mindestens ein Sequenzmotiv ausgewahlt aus der Gruppe 
von Sequenzmotiven bestehend aus 



i) AL (K/R) GL (K/R) 

ii) DK (N/D) XDG (R/K) (I/L/V) (T/N) E 
15 iii) LSASAN 

iv) IMEELDP 

v) K(F/L)NMA(I/L) (I/V) LXPVCRN 

vi) (E/Q)WHPFSIT 

vii) S(A/S)PXDD(Q/Y) (L/I) S (I/V)H(V/I/L)R 
20 viii) DGPYG ( S/A) PAGDY 

ix ) L (I/V) GLGIGATP 

x) FYWVTREQGSF 

xi) GVFYCG 



25 Ganz besonders bevorzugt enthalt die Peptidsequenz mindestens 2 
oder 3, ganz besonders bevorzugt mindestens 4 oder 5, am meisten 
bevorzugt alle der Sequenzmotive ausgewahlt aus der Gruppe der 
Sequenzmotive i) , ii) , iii), iv) , v) , vi) vii), viii) , ix) x) 
und xi) . (Angaben in Kl amine rn meinen alternativ mogliche Amino- 

30 sauren an dieser Position; z.B. mein (V/I), dass an dieser 
Position Valin oder Isoleucin moglich ist) . 

NADPH-Oxidase kann aber auch jede andere Einheit eines NADPH- 
Oxidase Enzymkomplexes meinen der wesentlich fur Aktivitat der 
35 NADPH-Oxidase ist. 



"Proteinmenge" meint die Menge eines NADPH-Oxidase-Polypeptides 
in einem Organismus, einem Gewebe, einer Zelle oder einem Zell- 
kompartiment . "Verminderung" der Proteinmenge meint die mengen- 

40 ma£ige Verminderung der Menge einer NADPH-Oxidase in einem 

Organismus, einem Gewebe, einer Zelle oder einem Zellkompartiment 
- beispielsweise durch eines der unten beschriebenen Verfahren - 
im Vergleich zu dem Wildtyp derselben Gattung und Art auf den 
dieses Verfahren nicht angewendet wurde, unter ansonst gleichen 

45 Rahmenbedingungen (wie beispielsweise Kulturbedingungen, Alter 
der Pflanzen etc.). Der Verminderung betragt dabei mindestens 
10 %, bevorzugt mindestens 10 % oder mindestens 20 %, besonders 
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bevorzugt um mindestens 40 % oder 60 %, ganz besonders bevorzugt 
um mindestens 70 % oder 80 %, am meisten bevorzugt um mindestens 
90 % oder 95 %. 

5 "Aktivitat" meint die Fahigkeit einer NADPH-Oxidase molekularen 
Sauerstoff (O2) zu Superoxid (02") umzusetzen. "Verminderung'' 
der Aktivitat meint die Verminderxmg der Gesamt -Aktivitat eines 
NADPH-Oxidase-Proteins in einem Organismus, einem Gewebe, einer 
Zelle oder einem Zellkompartiment - beispielsweise durch eines 

10 der unten beschriebenen Verfahren - im Vergleich zu dem Wildtyp 
derselben Gattung und Art auf den dieses Verfahren nicht ange- 
wendet wurde, unter ansonst gleichen Rahmenbedingungen (wie bei- 
spielsweise Kulturbedingungen, Alter der Pflanzen etc.). Der Ver- 
minderung betragt dabei mindestens 10 %, bevorzugt mindestens 

15 10 % oder mindestens 20 %, besonders bevorzugt um mindestens 40 % 
oder 60 %, ganz besonders bevorzugt um mindestens 70 % oder 80 %, 
am meisten bevorzugt um mindestens 90 % oder 95 %. 

"Funktion" meint bevorzugt die Subs tratbindekapazi tat einer 
20 NADPH-Oxidase in einem Organismus , einem Gewebe, einer Zelle oder 
einem Zellkompartiment. Als Substrate kommen niedermolekulare 
Verbindungen wie NADPH oder FAD aber auch die Proteininter- 
aktionspartner einer NADPH-Oxidase in Frage. 

25 "Verminderung" der Funktion meint beispielsweise die mengenmafeige 
Verminderung der Bindekapazitat oder Bindestarke einer NADPH- 
Oxidase zu mindestens einem Substrat in einem Organismus, einem 
Gewebe, einer Zelle oder einem Zellkompartiment - beispielsweise 
durch eines der unten beschriebenen Verfahren - im Vergleich zu 

30 dem Wildtyp derselben Gattung und Art auf den dieses Verfahren 
nicht angewendet wurde, unter ansonst gleichen Rahmenbedingungen 
(wie beispielsweise Kulturbedingungen, Alter der Pflanzen etc.). 
Unter Verminderung ist auch die Veranderung der Substratspezif i- 
tat zu verstehen, wie sie beispielsweise durch den kcat/Km-Wert 

35 ausgedruckt werden kann. Der Verminderung betragt dabei min- 
destens 10 %, bevorzugt mindestens 10 % oder mindestens 20 %, 
besonders bevorzugt um mindestens 40 % oder 60 %, ganz besonders 
bevorzugt um mindestens 70 % oder 80 %, am meisten bevorzugt um 
mindestens 90 % oder 95 %. Bindepartner fur NADPH-Oxidase konnen 

40 beispielsweise durch das Hef e-2-Hybridsystem in der dem Fachmann 
gelaufigen Weise identif iziert werden. 

Verfahren zur Bestimmung der Proteinmenge, der Aktivitat von 
NADPH Oxidasen oder der Subs tratbindekapazi tat sind dem Fachmann 
45 bekannt. Beispielsweise kann die NADPH abhangige, DPI-inhibier- 
bare O2- oder H2O2 Produktion (z.B. tiber Nitro-Blau-Tetrazolium 
[NBT] oder Cytochrom c Reduktion) gemessen werden. Die Protein- 
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menge kann beispielsweise Immunol ogisch unter Verwendung ent- 
sprechender Antikdrper bestimmt werden. Entsprechende Verfathren 
sind beschrieben (Yu L et al . (1999) Blood 94 (7) : 2497-504; Doke N 
(1983a) Physiol Plant Pathol 23:345-357; Levine A et al. (1994) 
5 Cell 79:583-593; Tenhaken R et al. (1995) Proc Nat Acad Sci 
USA 92: 4158-4163; Sagi M & Fluhr R. (2001) Plant Physiol 
126 (3) :1281-90; Huckelhoven R & Kogel KH (1998) Mol Plant Microbe 
Interact 11:292-300; so wie in den vorgenannten Artikeln zitier- 
ten Ref erenzen) . 

10 

"Funktj onelle Aquivalente" eines NADPH-Oxidase-Proteins meint be- 
vorzugt solche Sequenzen, die von einer NADPH-Oxidase umfassend 
eine Polypeptidsequenz gemafc SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 
16, 18, 20 oder 22 abgeleitet oder zu dieser homolog sind und 
15 die gleichen wesentlichen Eigenschaf ten aufweisen. 

Dabei kann die Effizienz der Pathogenresistenz sowohl nach unten 
als auch nach oben im Vergleich zu einem Wert erhalten bei Ver- 
minderung einer der NADPH-Oxidasen umfassen eine Polypeptidse- 

20 quenz gemafi SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 oder 
22 abweichen. Bevorzugt sind solche funktionelle Aquivalente, 
bei denen sich die Effizienz der Pathogenresistenz - gemessen 
beispielsweise an der Penetrationsef f izienz eines Pathogens 
(Haustoriumbildung) - urn nicht mehr als 50 %, bevorzugt 25 %, 

25 besonders bevorzugt 10 % von einem Vergleichswert erhalten 

unter Verminderung einer NADPH-Oxidase umfassend eine Polypeptid- 
sequenz gemaS SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 oder 
22 unterscheidet . Besonders bevorzugt sind solche Sequenzen, bei 
deren Verminderung die Effizienz der Pathogenresistenz quanti- 

30 tativ urn mehr als 50 %, bevorzugt 100 %, besonders bevorzugt 
500 %, ganz besonders bevorzugt 1000 % einen Vergleichswert 
erhalten bei Verminderung einer der NADPH-Oxidasen umfassend eine 
Polypeptidsequenz gemafi SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 
18, 20 oder 22 ubersteigt. 



Der Vergleich wird bevorzugt xinter analogen Bedingungen durch 
gefiihrt. "Analoge Bedingungen" bedeutet, dass alle Rahmen- 
bedingungen wie beispielsweise Kultur- oder Zuchtbedingungen , 
Assaybedingungen (wie Puffer, Temperatur, Substrate, Pathogen - 

40 konzentration etc.) zwischen den zu vergleichenden Versuchen 

identisch gehalten werden und die Ansatze sich allein durch die 
Sequenz der zu vergleichenden NADPH-Oxidasen, ihrem Ursprungs- 
organismus und gegebenenf alls dem Pathogen unterscheiden. Bei 
Wahl des Pathogens ist fur den Vergleich jeweils das Pathogen 

45 zu wahlen, das dem jeweils anderen - unter Beriicksichtigung der 
Artspezif itat - am nachsten kommt. 
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"Funktionelle Aquivalente" meint insbesondere natiirliche oder 
kunstliche Mutationen der NADPH-Oxidasen umfassend eine Poly- 
peptidseguenz gemafi SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 
20 oder 22 sowie hoiaologe Polypeptide aus anderen Pflanzen, 
5 welche weiterhin im wesentlichen gleiche Eigenschaf ten aufweisen. 
Bevorzugt sind homologe Polypeptide aus oben beschriebenen bevor- 
zugten Pflanzen. Die zu den im Rahmen dieser Erfindung of fen- 
barten NADPH-Oxidase Sequenzen homologen Sequenzen aus anderen 
Pflanzen (beispielsweise Arabidopsis thaliana) konnen z.B. durch 
10 Datenbanksuche oder Durchmustern von Gen-Banken - unter Ver- 

wendung der NADPH-Oxidase-Sequenzen als Suchsequenz vzw. Sonde - 
leicht aufgefunden werden. Entsprechende Sequenzen sind oben mit 
GenBank Acc-No. beispielhaft aufgeftihrt. 

15 Mutationen umfassen Substitutionen, Additionen, Deletionen, 

Inversion oder Insertionen eines oder mehrerer Aminosaurereste. 
Somit werden beispielsweise auch solche Polypeptide durch die 
vorliegende Erfindung mit umfasst, welche man durch Modifikation 
eines Polypeptides umfassend eine Polypeptidsequenz gemaS 

20 SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 oder 22 erhalt. 

Unter Homologie zwischen zwei Nukleinsauresequenzen wird die 
Identitat der Nukleinsauresequenz liber die jeweils gesamte 
Sequenzlange verstanden, die durch Vergleich mit Hilfe des 
25 Programmalgorithmus GAP (Wisconsin Package Version 10.0, 

University of Wisconsin, Genetics Computer Group (GCG) , Madison, 
USA; Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389ff) unter 
Einstellung folgender Parameter berechnet wird: 

30 Gap Weight: 50 Length Weight: 3 



Beispielhaft wird unter einer Sequenz, die eine Homologie 
35 von mindestens 80 % auf Nukleinsaurebasis mit der Sequenz 

SEQ ID NO: 1 aufweist, eine Sequenz verstanden, die bei einem 
Vergleich mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 nach obigem Programm- 
algorithmus mit obigem Parametersatz eine Homologie von 
mindestens 80 % aufweist. 

40 

Unter Homologie zwischen zwei Polypeptiden wird die Identitat 
der Aminosauresequenz iiber die jeweils gesamte Sequenzlange ver 
standen, die durch Vergleich mit Hilfe des Programmalgorithmus 
GAP (Wisconsin Package Version 10.0, University of Wisconsin, 
45 Genetics Computer Group (GCG) , Madison, USA) unter Einstellung 
folgender Parameter berechnet wird: 



Average Match: 10 



Average Mismatch: 0 
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Gap Weight: 8 



Length Weight: 2 



Average Match: 2,912 



Average Mismatch : -2 , 0 03 



5 Beispielhaft wird unter einer Sequenz, die eine Homologie von 
mindestens 80 % auf Proteinbasis mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 
aufweist, eine Sequenz verstanden, die bei einem Vergleich mit 
der Sequenz SEQ ID NO: 2 nach obi gem Programmalgorithmus mit 
obigem Parametersatz eine Homologie von mindestens 80 % aufweist. 

10 

Funktionelle Aquivalente, abgeleitet von einer NADPH-Oxidase 
umfassend eine Polypeptidsequenz gema£ SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 

10, 12, 14 , 16, 18, 20 oder 22 durch Substitution, Insertion oder 
Deletion, haben eine Homologie von mindestens 50 %, bevorzugt 

15 mindestens 70 %, vorzugsweise mindestens 90 %, besonders bevor- 
zugt mindestens 95 %, ganz besonders bevorzugt mindestens 98 % 
zu einem Polypeptid umfassend eine Polypeptidsequenz gemafe 
SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 oder 22 und 
zeichnen sich durch die gleichen wesentlichen Eigenschaf ten 

20 wie diese aus . 

Funktionelle Aquivalente, abgeleitet einer eine Sequenz gema£ 
SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 oder 21 umfassenden 
NADPH-Oxidase Nukleinsauresequenz durch Substitution, Insertion 
25 oder Deletion, haben eine Homologie von mindestens 50 %, bevor- 
zugt 70 %, vorzugsweise mindestens 90 %, besonders bevorzugt min- 
destens 95 %, ganz besonders bevorzugt mindestens 98 % zu einem 
der erf indungsgemaSen Polypeptid gemaS SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 

11, 13, 15, 17, 19 oder 21 und kodieren fur Polypeptide mit den 
30 gleichen wesentlichen Eigenschaf ten wie ein Polypeptide umfassend 

eine Sequenz gemaS SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 
oder 22. 

Auch die Durchmusterung von cDNA- oder genomischen-Bibliotheken 
35 anderer Organismen, bevorzugt von den weiter unten genannten 

als Wirt zur Transformation geeigneten Pf lanzenarten, unter Ver- 
wendung der unter SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 
oder 21 beschriebene Nukleinsauresequenzen oder Teilen derselben 
als Sonde, ist ein dern Fachmann gelauf iges Verfahren, um Homologe 
40 in anderen Arte zu identif izieren. Dabei haben die von den 
Nukleinsauresequenzen gemaS SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 
15, 17, 19 oder 21 abgeleiteten Sonden eine Lange von mindestens 
20 bp, bevorzugt mindestens 50 bp, besonders bevorzugt mindestens 
100 bp, ganz besonders bevorzugt mindestens 200 bp, am meisten 
45 bevorzugt mindestens 400 bp. Fur die Durchmusterung der Biblio- 
theken kann auch ein zu den unter SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 
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13, 15, 17, 19 oder 21 beschriebenen Sequenzen komplementarer „ 
DNA-Strang eingesetzt werden. 

Funktionelle Aquivalente umfasst DNA Sequenzen, die unter 
5 Standardbedingungen mit der durch SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 
13, 15, 17, 19 oder 21 beschriebenen NADPH-Oxidase Nukleinsaure- 
sequenzen, der zu ihr komplementaren Nukleinsauresequenz oder 
teilen der vorgenannten hybridisieren und als vollstandige 
Sequenzen ftir Proteine kodieren, die die gleichen wesentlichen 
10 Eigenschaf ten haben wie ein Polypeptide umfassend eine Sequenz 
gema£ SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 oder 22. 

"Standardhybridisieirungsbedingungen" ist breit zu verstehen und 
meint stringente als auch weniger stringente Hybridisierungs- 

15 bedingungen. Solche Hybridisierungsbedingungen sind unter anderem 
bei Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T et al., in Molecular 
Cloning (A Laboratory Manual), 2. Auflage, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, 1989, Seiten 9.31-9.57) oder in Current 
Protocols in Molecular Biology, John Wiley &Sons, N.Y. (1989), 

20 6.3.1-6.3.6. beschrieben. 

Beispielhaft konnen die Bedingungen wahrend des Waschschrittes 
ausgewahlt sein aus dem Bereich von Bedingungen begrenzt von 
solchen mit geringer Stringenz (mit ungefahr 2X SSC bei 50°C) und 

25 solchen mit hoher Stringenz (mit ungefahr 0.2X SSC bei 50°C bevor- 
zugt bei 65°C) (20X SSC: 0,3M Natriumcitrat , 3M NaCl, pH 7.0). 
Daruberhinaus kann die Tempera tur wahrend des Waschschrittes von 
niedrig stringenten Bedingungen bei Raumtemperatur, ungefahr 22°C, 
bis zu starker stringenten Bedingungen bei ungefahr 65°C angehoben 

30 werden. Beide Parameter, Salzkonzentration und Temperatur, konnen 
gleichzeitig variiert werden, auch kann einer der beiden Para- 
meter konstant gehalten und nur der andere variiert werden. 
Wahrend der Hybridisierung konnen auch denaturierende Agenzien 
wie zum Beispiel Formamid oder SDS eingesetzt werden. In Gegen- 

35 wart von 50% Formamid wird die Hybridisierung bevorzugt bei 42°C 
ausgefuhrt. Einige beispielhaf te Bedingungen ftir Hybridisierung 
und Waschschritt sind infolge gegeben: 

(1) Hybridisierungbedingungen zum Beispiel aus nachf olgenden 
40 Bedingungen ausgewahlt sein: 



b) 



a) 



c) 



4X SSC bei 65°C (mit - optional - 100 Jlg/ml denaturier- 
ter, fragmentierte Fischsperma-DNA) 

6X SSC bei 45°C (mit - optional - 100 jxg/ml denaturier- 
ter, fragmentierte Fischsperma-DNA) , 

6X SSC, 0,5 % SDS, 50 % Formamid bei 42°C (mit - optional 
-100 Jig/ml denaturierter, fragmentierte Fischsperma-DNA) 
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d) 4XSSC, 50 % Formamid bei 42°C (mit - optional - 100 J^g/ml 
denaturierter, fragmentierte Fischsperma-DNA) 

e) 2X Oder 4X SSC bei 50°C (schwach stringente Bedingung) , 

f ) 30 bis 40 % Formamid, 2X oder 4X SSC bei 42°C (schwach 
5 stringente Bedingung) . 



(2) Waschschritte konnen zum Beispiel aus nachf olgenden 
Bedingungen ausgewahlt sein: 

10 a) 0,015 M NaCl/0,0015 M Natriumcitrat/0 , 1 % SDS bei 50°C. 

b) 0,1X SSC bei 65°C. 

c) 0,1X SSC, 0,5 % SDS bei 68°C. 

d) 0,1X SSC, 0,5 % SDS, 50 % Formamid bei 42°C. 

e) 0,2X SSC, 0,1 % SDS bei 42°C. 

15 f ) 2X SSC bei 65°C (schwach stringente Bedingung) . 



Die Verminderung der Expression eines NADPH-Oxidase-Proteins, der 
NADPH-Oxidase-Aktivitat oder der NADPH-Oxidase-Funktion kann auf 
vielfaltige Art und Weise realisiert werden. 

20 

" Verminderung " oder "vermindern" ist im Zusammenhang mit einer 
NADPH-Oxidase, einer NADPH-Oxidase Aktivitat oder NADPH-Oxidase- 
Funktion weit auszulegen und umfasst die teilweise oder im we- 
sentlichen vollstandige, auf unterschiedliche zellbiologische 

25 Mechanismen beruhende Unterbindung oder Blockierung der Funktio- 
nalitat einer NADPH-Oxidase in einer Pf lanze oder einem davon 
abgeleiteten Teil, Gewebe, Organ, Zellen oder Samen. Eine Ver- 
minderung im Sinne der Erfindung umfasst auch eine mengenmafcige 
Verringerung einer NADPH-Oxidase bis hin zu einem im wesentlichen 

30 vollstandigen Fehlen der NADPH-Oxidase (d.h. fehlende Nachweis- 
barkeit von NADPH-Oxidase-Aktivitat bzw. NADPH-Oxidase-Funktion 
oder fehlende immunologische Nachweisbarkeit des NADPH-Oxidase- 
Proteins) . Dabei konnen einer oder mehrere essentielle Einheiten 
der NADPH-Oxidase vermindert werden. Dabei wird die Expression 

35 eines bestimmter NADPH-Oxidase oder die NADPH-Oxidase-Aktivitat 
bzw. NADPH-Oxidase-Funktion in einer Zelle oder einem Organismus 
bevorzugt um mehr als 50 %, besonders bevorzugt um mehr als 80 %, 
ganz besonders bevorzugt um mehr als 90% vermindert. 

40 Erfindungsgemafc sind verschiedene Strategien zur Verminderung 
der Expression eines NADPH-Oxidase-Proteins, der NADPH-Oxidase- 
Aktivitat oder NADPH-Oxidase-Funktion umfasst. Beispielhaft 
- jedoch nicht einschrankend - seien zu nennen: 



45 
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a) Einbringen einer doppelstrangigen NADPH-Oxidase RNA-Nuklein- 
sauresequenz (NAox-dsRNA) oder einer deren Expression gewahr- 
leistenden Expressionskassette oder Expressionskassetten; 

5 b) Einbringen einer NADPH-Oxidase antisense-Nukleinsaure- 
sequenzen oder einer deren Expression gewahrleistenden 
Expressionskassette- Umfasst sind solche Verfahren, bei denen 
die antisense-Nukleinsaureseguenz gegen ein NADPH-Oxidase -Gen 
(also genomische DNA-Secjuenzen) oder ein NADPH-Oxidase-Gen- 
10 transkript (also RNA-Sequenzen) gerichtet ist. Umfasst sind 

auch 

a-anomere Nukleinsauresequenzen. 

c) Einbringen einer NADPH-Oxidase antisense-Nukleinsaure- 
15 sequenzen kombiniert mit einem Ribozym oder einer deren 

Expression gewahrleistenden Expressionskassette 

d) Einbringen von NADPH-Oxidase sense-Nukleinsauresequenzen zur 
Induktion einer Kosuppression oder einer deren Expression 

20 gewahrleistenden Expressionskassette 

e) Einbringen DNA-oder Protein-bindende Faktoren gegen NADPH- 
Oxidase -Gene, -RNAs oder -Proteine oder einer deren 
Expression gewahrleistenden Expressionskassette 

25 

f ) Einbringen von den NADPH-Oxidase RNA-Abbau bewirkende virale 
Nukleinsauresequenzen und Expressionskonstrukten oder einer 
deren Expression gewahrleistenden Expressionskassette 

30 g) Einbringung von Konstrukten zur Induktion einer homologen 

Rekombination an endogenen NADPH-Oxidase-Genen beispielsweise 
zur Erzeugung von Knockout -Mutanten. 

h) Einfiihren von Mutationen in endogenen NADPH-Oxidase Gene 
35 zur Erzeugung eines Funktionsverlustes (z.B. Generierung 

von Stopp-Kodons , Verschiebungen im Leseraster etc.) 

Dabei kann jedes einzelne dieser Verfahren eine Verminderung 

der NADPH-Oxidase-Expression, NADPH-Oxidase-Aktivitat oder NADPH- 

40 Oxidase-Funktion im Sinne der Erfindung bewirken. Auch eine 
kombinierte Anwendung ist denkbar. Weitere Methoden sind dem 
Fachmann bekannt und konnen die Behinderung oder Unterbindung der 
Prozessierung des NADPH-Oxidase-Proteins, des Transports des 
NADPH-Oxidase-Proteins oder dessen mRNA, Hemmung der Ribosomen- 

45 anlagerung, Hemmung des RNA-SpleiSens, Induktion eines NADPH- 
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Oxidase-RNA abbauenden Enzyms und/oder Hemmung der Trans 1 at ions- 
elongation oder -termination umfassen. 

Die einzelnen bevorzugten Verfahren seien infolge kurz 
5 beschrieben: 

a) Einbringung einer doppelstrangigen NADPH-Oxidase RNA-Nuklein- 



10 Das Verfahren der Genregulation mittels doppelstrangiger 
RNA ("double-stranded RNA interference"; dsRNAi ) ist viel- 
fach in tierischen und pflanzlichen Organismen beschrieben (z.B. 
Matzke MA et al. (2000) Plant Mol Biol 43:401-415; Fire A. et al 
(1998) Nature 391:806-811; WO 99/32619; WO 99/53050; WO 00/68374; 

15 WO 00/44914; WO 00/44895; WO 00/49035; WO 00/63364). Auf die 

in den angegebenen Zitaten beschriebenen Verfahren und Methoden 
wird ausdriicklich Bezug genommen. Eine effiziente Gensuppression 
kann auch bei transienter Expression oder nach transienter Trans- 
formation beispielsweise infolge einer biolistischen Trans- 

20 formation gezeigt werden (Schweizer P et al. (2000) Plant J 2000 
24:895-903). dsRNAi -Verfahren beruhen auf dem Phanomen, dass 
durch gleichzeitiges Einbringen von komplementaren Strang- und 
Gegenstrang eines Gentranskriptes eine hochef f iziente Unter- 
drtickung der Expression des entsprechenden Gens bewirkt wird. 

25 Der bewirkte Phanotyp kommt dem einer entsprechenden knock-out 

Mutanten sehr ahnlich (Waterhouse PM et al. (1998) Proc Natl Acad 
Sci USA 95:13959-64). 

Das dsRNAi -Verfahren hat sich bei der Verminderung der NADPH- 
30 Oxidase-Expression als besonders effizient und vorteilhaft 

erwiesen. Wie u.a. in WO 99/32619 beschrieben sind dsRNAi-Ansatze 
klassischen antisense-Ansatzen deutlich iiberlegen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung bezieht sich daher 
35 auf doppelstrangige RNA-Molekiile (dsRNA-Molekiile) , die bei Ein- 
fiihrung in eine Pflanze (oder eine davon abgeleitete Zelle, 
Gewebe, Organ oder Samen) die Verminderung eines NADPH-Oxidase 
bewirken . 

40 Das doppelstrangiges RNA-Molektil zur Verminderung der Expression 
eines NADPH-Oxidase Proteins ist dadurch gekennzeichnet , dass 

a) einen * sense "-RNA-Strang umfassend mindestens eine Ribo- 



sauresequenz (NAox-dsRNA) 



45 



nukleotidsequenz, die im wesentlichen identisch ist zu 
zumindest einem Teil einer NADPH-Oxidase-Nukleinsauresequenz , 
und 
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b) einen ^^antisense^-RNA-Strang, der zu dem RNA-sense-Strang 

unter a) im wesentlichen - bevorzugt vollstandig - komplemen- 
taren ist. 

5 In einer weiterhin bevorzugten Aus f uhrungs f orm umfasst das 
doppelstrangige RNA-Molekul zur Verminderung der Expression 
eines NADPH-Oxidase Proteins 



a) einen * sense " -RNA-Strang umfassend mindestens eine Ribo- 
10 nukleotidsequenz, die im wesentlichen identisch ist zu 

mindestens einem Teil des w sense" -RNA-Transkriptes einer 
Nukleinsauresequenz kodierend fur ein NADPH-Oxidase Protein, 
und 

15 b) einen "antisense"-RNA-Strang, der zu dem KNA-sense-Strang 

unter a) im wesentlichen - bevorzugt vollstandig - komplemen- 
taren ist. 

In Bezug auf die doppelstrangigen RNA-Molekule meint NADPH- 
20 Oxidase-Nukleinsauresequenz bevorzugt eine Sequenz umfassend 

eine Sequenz gemafc SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 
19 Oder 21. 



Im wesentlichen identisch* meint, dass die dsRNA Sequenz auch 
25 Insertionen, Deletionen sowie einzelne Punktmutationen im Ver- 
gleich zu der NADPH-Oxidase Zielsequenz oder einer funktionell 
aquivalenten Zielsequenz aufweisen kann und dennoch eine ef f i- 
zient Verminderung der Expression bewirken. Bevorzugt betragt die 
Homologie nach obiger Definition mindestens 75 %, bevorzugt min- 
30 destens 80 % f ganz besonders bevorzugt mindestens 90 % am meisten 
bevorzugt 100 % zwischen dem * sense "-Strang einer inhibitorischen 
dsRNA und mindestens einem Teil des w sense "-RNA-Transkriptes 
einer Nukleinsauresequenz kodierend fur ein NADPH-Oxidase Protein 
oder ein funktionelles Aquivalent desselben (bzw. zwischen 
35 dem "antisense" -Strang dem komplementaren Strang einer Nuklein- 
sauresequenz kodierend ftir ein NADPH-Oxidase Protein oder ein 
funktionelles Aquivalent desselben) . 

Die Lange des Teilabschnittes betragt mindestens 10 Basen, 
40 bevorzugt mindestens 25 Basen, besonders bevorzugt mindestens 
50 Basen, ganz besonders bevorzugt mindestens 100 Basen, am 
meisten bevorzugt mindestens 200 Basen oder mindestens 300 Basen. 

Alternativ, kann eine "im wesentlichen identische" dsRNA auch als 
45 Nukleinsauresequenz definiert werden, die befahigt ist, mit einem 
Teil eines Speicherprotein Gentranskriptes zu hybridisieren (z.B. 
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in 400 mM Nad, 40 mM PIPES pH 6,4, 1 mM EDTA bei 50°C oder 70°C 



"Im wesentlichen komplementar" meint, dass der "antisense"- 
5 RNA-Strang auch Insertionen, Deletionen sowie einzelne Punkt- 
" mutationen im Vergleich zu dem Komplement des xx sense"-RNA- 
Stranges aufweisen kann. Bevorzugt betragt die Homologie min- 
destens 80 %, bevorzugt mindestens 90 %, ganz besonders bevorzugt 
mindestens 95 %, am meisten bevorzugt 100% zwischen dem u anti- 
10 sense "-RNA-Strang und dem Komplement des "sense"-RNA-Strangs . 

"Teil des w sense "-RNA-Transkriptes" einer Nukleinsauresequenz 
kodierend fur ein NADPH-Oxidase Protein oder ein funktionelles 
Aquivalent desselben meint Fragmente einer RNA oder mRNA 

15 transkribiert von einer fur ein NADPH-Oxidase-Protein oder ein 
funktionelles Acjuivalent desselben kodierenden Nukleinsaure- 
sequenz, bevorzugt von einem NADPH-Oxidase-Gen . Dabei haben die 
Fragmente bevorzugt eine Sequenzlange von mindestens 20 Basen, 
bevorzugt mindestens 50 Basen, besonders bevorzugt mindestens 

20 100 Basen, ganz besonders bevorzugt mindestens 200 Basen, am 
meisten bevorzugt mindestens 500 Basen. Umfasst ist auch die 
vollstSndige transkribiert e RNA oder mRNA. 

Umfasst ist auch die Verwendung der erf indungsgemaSen dsRNA- 
25 Molekule in den erf indungsgemafien Verfahren zur Erzeugung einer 
Pathogenresistenz in Pflanzen. 

Die dsRNA kann aus einem oder mehr Strangen polymerisierter Ribo- 
nukleotide bestehen. Es konnen ferner Modif ikationen sowohl des 

30 Zucker-Phosphat-Gerustes als auch der Nukleoside vorliegen. Bei- 
spielsweise konnen die Phosphodiesterbindungen der natiirlichen 
RNA dahingehend modifiziert sein, dass sie zumindest ein Stick- 
stoff oder Schwef el-Heteroatom umfassen. Basen konnen dahin- 
gehend modifiziert werden, dass die Aktivitat beispielsweise von 

35 Adenosindeaminase eingeschrankt wird. Solche und weitere Modi- 

fikationen sind weiter unten bei den Verfahren zur Stabilisierung 
von antisense-RNA beschrieben. 

Natiirlich konnen, um den gleichen Zweck zu erreichen, auch 
40 mehrere individuelle dsRNA Molekule, die jeweils einen der oben 
definierten Ribonukleotidsequenzabschnitte umfassen, in die Zelle 
oder den Organismus eingebracht werden. 

Die dsRNA kann enzymatisch oder ganz oder teilweise chemisch- 
45 synthetisch hergestellt werden. 



fur 12 bis 16 h) . 
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Die doppelstrangige dsRNA Struktur kann ausgehend von zwei 
komplementaren, separaten RNA-Strangen oder - bevorzugt - aus- 
gehend von einem einzelnen, selbstkomplementaren RNA-Strang 
gebildet werden. 

5 

Bei einem einzelnen, selbstkomplementaren Strang, konnen * sense "- 
und W antisense"-Sequenz durch eine verbindende Sequenz ("Linker") 
verknupft sein und beispielsweise eine Haarnadel struktur aus- 
bilden. Bevorzugt kann die verbindende Sequenz ein Intron sein, 
10 das nach Syn these der dsRNA herausgespleifit wird. 

Die Nukleinsauresequenz kodierend fur eine dsRNA kann weitere 
Elemente beinhalten, wie beispielsweise Transkriptions- 
terminationssignale oder Polyadenylierungssignale . 

15 

Sollen die zwei Strange der dsRNA in einer Zelle oder Pflanze 
zusammengebracht werden, so kann dies auf verschiedene Art 
geschehen: 

20 a) Transformation der Zelle oder Pflanze mit einem Vektor, der 
beide Expressionskassetten umfasst, 

b) Kotransformation der Zelle oder Pflanze mit zwei Vektoren, 
wobei der eine die Expressionskassetten mit 

25 dem w sense "-Strang, der andere die Expressionskassetten mit 

dem "antisense^-Strang umfasst . 

c) Kreuzung von zwei Pflanzen, die mit jeweils einem Vektor 
transformiert wurden, wobei der eine die Expressionskassetten 

30 mit dem * sense "-Strang, der andere die Expressionskassetten 

mit dem "antisense" -Strang umfasst. 

Die Bildung der RNA Duplex kann entweder auSerhalb der Zelle oder 
innerhalb derselben initiiert werden. Wie in WO 99/53 050 kann 

35 die dsRNA auch eine Haarnadelstruktur umfassen, indem u sense"- 
und "antisense" -Strang durch einen "Linker" (beispielsweise 
ein Intron) verbunden werden. Die selbstkomplementaren dsRNA- 
Strukturen sind bevorzugt, da sie lediglich die Expression eines 
Konstruktes erfordern und die komplementaren Strange stets in 

40 einem aquimolaren Verhaltnis umfassen. 

Die Expressionskassetten kodierend fiir den "antisense"- oder 
* sense "-Strang einer dsRNA oder fur den selbstkomplementaren- 
Strang der dsKNA, werden bevorzugt in einen Vektor insertiert 
45 und mit den unten beschriebenen Verfahren stabil (beispiels- 
weise unter Verwendung von Selektionsmarkern) in das Genom 
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einer Pflanze insertiert, um eine dauerhafte Expression der dsRNA 
zu gewahrleisten. 

Die dsRNA kann unter Verwendung einer Menge eingefuhrt werden, 
5 die zumindest ein Kopie pro Zelle ermoglicht. Hohere Mengen (z.B. 
mindestens 5, 10, 100, 500 oder 1000 Kopien pro Zelle) konnen 
ggf . eine effizienter Verminderung bewirken. 

Wie bereits beschrieben, ist eine 100%ige Sequenzidentitat 

10 zwischen dsRNA und einem NADPH-Oxidase Gentranskript oder dem 
Gentranskript eines funktionell £quivalenten Gens nicht zwingend 
erf orderlich, um eine effiziente Verminderung der NADPH-Oxidase 
Expression zu bewirken. Demzufolge besteht der Vorteil, dass das 
Verfahren tolerant ist gegenuber Sequenzabweichungen, wie sie 

15 infolge genetischer Mutationen, Polymorphismen oder evolutionarer 
Divergenzen vorliegen konnen. So ist es beispielsweise moglich 
mit der dsRNA, die ausgehend von der NADPH-Oxidase Sequenz des 
einen Organismus generiert wurde, die NADPH-Oxidase Expression 
in einem anderen Organismus zu unterdriicken . Die hohe Sequenz - 

20 homologie zwischen den NADPH-Oxidase Sequenzen aus Reis, Mais und 
Gerste lasst auf einen hohen Konservierungsgrad dieses Proteins 
innerhalb von Pflanzen schliefien, so dass die Expression einer 
dsRNA abgeleitet von einer der NADPH-Oxidase Sequenzen umfassend 
eine Sequenz gemafi SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 

25 oder 21 auch einen vorteilhaf ten Effekt in anderen Pf lanzenarten 
haben durfte. 

Auch ist es aufgrund der hohen Homologie zwischen den einzelnen 
NADPH-Oxidase-Proteinen und ihren funktionellen Aquivalenten mog- 

30 lich mit einer einzigen dsKNA, die ausgehend von einer bestimmten 
NADPH-Oxidase-Sequenz eines Organismus generiert wurde, die 
Expression weiterer homologer NADPH-Oxidase-Proteifie und/oder 
deren f unktioneller Aquivalente des gleichen Organismus oder aber 
auch die Expression von NADPH-Oxidase-Proteinen in anderen ver- 

35 wandten Arten zu unterdriicken . Zu diesem Zweck umfasst die dsRNA 
bevorzugt Sequenzbereich von NADPH-Oxidase-Gentranskripten, 
die konservierten Bereichen entsprechen. Besagte konservierte 
Bereiche konnen aus Sequenzvergleichen leicht abgeleitet werden. 

40 Die dsKNA kann entweder in vivo oder in vitro synthetisiert 
werden. Dazu kann eine DNA-Sequenz kodierend fur eine dsRNA 
in eine Expressionskassette unter Kontrolle mindestens eines 
genetischen Kontrollelementes (wie beispielsweise Promotor, 
Enhancer, Silencer, Splice-Donor oder -Akzeptor, Poly- 

45 adenylierungssignal) gebracht werden. Entsprechend vorteil- 
haf te Konstruktionen sind weiter unten beschrieben. Eine Poly- 
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adenylierung ist nicht erf orderlich, ebenso miissen keine Elemente 
zur Initiierung einer Translation vorhanden sein. 

Eine dsRNA kann chemisch oder enzymatisch synthetisiert werden. 
5 Dazu konnen zellulare RNA Polymerasen oder Bakteriophagen RNA 
Polymerasen (wie z.B. T3-, T7- oder SP6 RNA- Polymerase) verwendet 
werden. Entsprechende Verfahren zu in vitro Expression von RNA 
sind beschrieben (WO 97/32016; US 5,593,874; US 5,698,425, 
US 5,712,135, US 5,789,214, US 5,804,693). Eine chemisch oder 

10 enzymatisch in vitro syntetisierte dsRNA kann vor der Einfiihrung 
in eine Zelle, Gewebe oder Organismus aus dem Reaktionsgemisch 
beispielsweise durch Extraktion, Prazipitation, Elektrophorese, 
Chromatographie oder Kombinationen dieser Verfahren ganz oder 
teilweise aufgereinigt werden. Die dsRNA kann unmittelbar in die 

15 Zelle eingefuhrt werden oder aber auch extrazellular (z.B. in den 
interstitialen Raum) appliziert werden. 

Bevorzugt wird die Pflanze jedoch stabil mit einem Expressions- 
konstrukt, das die Expression der dsRNA realisiert, transfor- 
20 miert. Entsprechende Verfahren sind weiter unten beschrieben. 

b) Einbringung einer NADPH-Oxidase antisense-Nukleinsauresequenz 

Verfahren zur Suppression eines bestimmten Proteins durch Ver- 
25 hinderung der Akkumulation seiner mRNA durch die "antisense"- 
Technologie sind vielfach - auch in Pflanzen - beschrieben 



(Sheehy et al. (1988) Proc Natl Acad Sci USA 85: 8805-8809; 
US 4,801,340; Mol JN et al. (1990) FEBS Lett 268 (2) :427-430) . 
Das antisense Nukleinsauremolekiil hybridisiert bzw. bindet mit 



zu supprimierende NADPH-Oxidase-Zielprotein. Dadurch wird die 
Transkription und/oder Translation des Zielproteins unterdruckt. 
Die Hybrid! sierung kann auf konventionelle Art tiber die Bildung 
einer stabilen Duplex oder - im Fall von genomischer DNA - durch 
35 Bindung des antisense Nukleinsauremolekuls mit der Duplex der 
genomischen DNA durch spezifische Wechselwirkung in der groSen 
Furche der DNA— Helix entstehen. 

Eine antisense Nukleinsauresequenz geeignet zur Verminderung 
40 eines NADPH-Oxidase-Proteins kann unter Verwendung der fur 
dieses Protein kodierenden Nukleinsauresequenz, beispiels- 
weise der Nukleinsauresequenz umfassend eine Sequenz gema& 
SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 oder 21, nach 
den Basenpaarregeln von Watson und Crick abgeleitet werden. 
45 Die antisense Nukleinsauresequenz kann zu der gesamten 

transkribierten mRNA des besagten Proteins komplementar sein, 
sich auf die kodierende Region beschranken oder nur aus einem 



30 der zellularen mRNA und/oder genomischen DNA kodierend fxir das 
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Oligonukleotid bestehen, das zu einem Teil der kodierenden oder 
nicht-kodierenden Sequenz der mRNA komplementar ist. So kann das 
Oligonukleotid beispielsweise komplementar zu der Region sein, 
die den Trans lationss tart fur das besagte Protein umfasst- Anti- 
5 sense-Nukleinsauresequenzen konnen eine Lange von zum Beispiel 5, 
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 oder 50 Nukleotide haben, konnen 
aber auch langer sein und mindestens 100, 200, 500, 1000, 2000 
oder 5000 Nukleotide umfassen. Antisense-Nukleinsauresequenzen 
konnen rekombinant exprimiert oder chemisch bzw. enzymatisch 

10 unter Verwendung von dem Fachmann bekannten Verfahren syntheti- 
siert werden. Bei der chemischen Synthese konnen naturlich oder 
modifizierte Nukleotide verwendet werden. Modifizierte Nukleotide 
konnen der antisense Nukleinsauresequenz eine erhohte bio- 
chemische Stabilitat verleihen und zu einer erhohten physikali- 

15 schen Stabilitat der Duplex gebildet aus antisense-Nukleinsaure- 
sequenz und sense-Zielsequenz fiihren. Verwendet werden konnen 
beispielsweise Phosphorothioatderivative und Acridin-substitierte 
Nukleotide wie 5-Fluorouracil , 5-Bromouracil , 5-Chlorouracil, 
5-Iodouracil, Hypoxanthin, Xanthin, 4-Acetylcytosin, 5-(Carboxy- 

20 hydroxylmethyl ) uracil , 5~Carboxymethylaminomethyl-2-thiouridin, 
5-Carboxymethylaminomethyluracil , Dihydrouracil , P-D-Galactosyl- 
queosin, Inosine, N6-Isopentenyladenin, 1-Methylguanin, 

1- Methylinosin, 2 , 2-Dimethylguanin, 2-Methyladenin, 2-Methyl- 
guanin, 3-Methylcytosin, 5-Methylcytosin, N6-Adenin, 7-Methyl- 

25 guanin, 5-Methylaminomethyluracil , 5-Methoxyaminomethyl-2-thio- 
uracil , p-D-mannosylqueosin , 5 ' -Methoxycarboxymethyluracil , 
5-Methoxyuracil , 2 -Methyl thio-N6-isopentenyladenin, Uracil- 
5-oxyessigsaure, Pseudouracil, Queosine, 2-Thiocytosin, 5-Methyl- 

2- thiouracil , 2-Thiouracil , 4-Thiouracil , 5-Methyluracil , 
30 Uracil-5-oxyessigsauremethylester, Uracil-5-oxyessigsaure, 

5-Methyl~ 2-thiouracil, 3- (3-Amino-3-N-2-carboxypropyl) uracil 
und 2 , 6-Diaminopurin. 

In einer weiteren bevorzugten Aus fiihrungs form kann die Expression 
35 eines NADPH-Oxidase-Proteins durch Nukleotidsequenzen inhibiert 
werden, die komplementar zu der regulatorischen Region eines 
NADPH-Oxidase-Gens (z.B. einem NADPH-Oxidase Promoter und/ oder 
Enhancer) sind und triple-helikale Strukturen mit der dortigen 
DNA-Doppelhelix ausbilden, so dass die Transkription des NADPH- 
40 Oxidase-Gens vermindert wird. Entsprechende Verfahren sind 
beschrieben (Helene C (1991) Anticancer Drug Res 6 (6) : 569-84; 
Helene C et al. (1992) Ann NY Acad Sci 660:27-36; Maher LJ (1992) 
Bioassays 14 (12) : 807-815) . 



45 In einer weiteren Aus fiihrungs form kann das antisense Nuklein- 
sauremolekul eine a-anomere Nukleins&ure sein. Derartige 
CC-anomere Nukleinsauremolekule bilden spezifische doppel- 
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strangige Hybride mit komplementarer RNA in denen - im Unter- 
schied zu den konventionellen |3-Nukleinsauren - die beiden Strange 
parallel zueinander verlaufen (Gautier C et al. (1987) Nucleic 
Acids Res 15:6625-6641). Das antisense Nukleinsauremolektil kann 



Nucleic Acids Res 15:6131-6148) oder chimare RNA-DNA Analoge 
beinhalten (Inoue et al. (1987) FEBS Lett 215:327-330). 

c) Einbringung einer NADPH-Oxidase antisense-Nukleinsauresequenz 



Vorteilhaf t kann die oben beschriebene antisense-Strategie mit 
einem Ribozym-Verf ahren gekoppelt werden. Katalytische RNA-Mole- 
ktile oder Ribozyme konnen an jede beliebige Ziel-RNA angepasst 

15 werden und spalten das Phosphodiester-Geriist an spezifischen 
Positionen, wodurch die Ziel-RNA funktionell deaktiviert wird 
(Tanner NK (1999) FEMS Microbiol Rev 23 (3) :257-275) . Das Ribozym 
wird dadurch nicht selber modifiziert, sondern ist in der Lage, 
weitere Ziel-RNA-Molekule analog zu spalten, wodurch es die 

20 Eigenschaf ten eines Enzyms erhalt. Der Einbau von Ribozym- 
sequenzen in " ant i sense " -RNAs . verleiht eben diesen w anti- 
sense"-RNAs diese enzymahnliche, RNA-spaltende Eigenschaf t und 
steigert so deren Effizienz bei der Inaktivierung der Ziel-RNA. 
Die Herstellung und Verwendung entsprechender Ribozym- "ant i- 

25 sense "-RNA-Molekiile ist beispielsweise beschrieben bei Haseloff 
et al. (1988) Nature 334:585-591. 

Auf diese Art konnen Ribozyme (z.B. "Hammerhead" -Ribozyme; Hasel- 
hoff und Gerlach (1988) Nature 334:585-591) verwendet werden, um 

30 die mRNA eines zu supprimierenden Enzyms - z.B. NADPH-Oxidase - 
katalytisch zu spalten und die Translation zu verhindern. Die 
Ribozym-Technologie kann die Effizienz einer antisense-Strategie 
erhohen. Verfahren zur Expression von Ribozymen zur Verminderung 
bestimmter Proteine sind beschrieben in (EP 0 291 533, EP 0 321 

35 201, EP 0 360 257) . In pflanzlichen Zellen ist eine Ribozym- 
Expression ebenfalls beschrieben (Steinecke P et al . (1992) 
EMBO J 11(4) :1525-1530; de Feyter R et al. (1996) Mol Gen Genet. 
250 (3 ): 329-338) . Geeignete Zielsequenzen und Ribozyme konnen 
zum Beispiel wie bei "Steinecke P, Ribozymes, Methods in Cell 

40 Biology 50, Galbraith et al. eds, Academic Press, Inc. (1995), 
S. 449-460" beschrieben, durch Sekundarstrukturberechnungen von 
Ribozym- und Ziel-RNA sowie durch deren Interaktion bestimmt 
werden (Bayley CC et al. (1992) Plant Mol Biol. 18 (2) :353-361; 
Lloyd AM and Davis RW et al. (1994) Mol Gen Genet. 

45 242 (6) : 653-657) . Beispielsweise konnen Derivate der Tetrahymena 
L-19 IVS RNA konstruiert werden, die komplementare Bereiche zu 
der mRNA des zu supprimierenden NADPH-Oxidase Proteins aufweisen 



5 ferner auch 2 ' -O-Methylribonukleotide (Inoue et al. (1987) 



10 



kombiniert mit einem Ribozym 
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(siehe auch US 4,987,071 und US 5,116,742). Alternativ konnen 
solche Ribozyme auch tiber einen Selektionsprozess aus einer 
Bibliothek diverser Ribozyme identif iziert werden (Bartel D und 
Szostak JW (1993) Science 261:1411-1418). 

5 

d) Einbringung einer NADPH-Oxidase sense-Nukleinsauresequenz zur 
Induktion eines Kosuppression 

Die Expression einer NADPH-Oxidase Nukleinsauresequenz in sense- 
10 Orientierung kann zu einer Kosuppression des entsprechenden homo- 
logen, endogenen Gens fuhren. Die Expression von sense-RNA mit 
Homologie zu einem endogenen Gen kann die Expression desselben 
vermindern oder ausschalten , ahnlich wie es fur antisense 
Ansatze beschrieben wurde (Jorgensen et al. (1996) Plant Mol 
15 Biol 31 (5) :957-973; Goring et al. (1991) Proc Natl Acad Sci USA 
88:1770-1774; Smith et al. (1990) Mol Gen Genet 224:447-481; 
Napoli et al. (1990) Plant Cell 2:279-289; Van der Krol et al. 
(1990) Plant Cell 2:291-99). Dabei kann das eingefuhrte Konstrukt 
das zu vermindernde, homologe Gen ganz oder nur teilweise 
20 representieren. Die Moglichkeit zur Translation ist nicht 
erf orderlich. Die Anwendung dieser Technologie auf Pflanzen 
ist beispielsweise beschrieben bei Napoli et al. (1990) The 
Plant Cell 2: 279-289 und in US 5,034,323. 



25 Bevorzugt wird die Kosuppression unter Verwendung einer Sequenz 
realisiert, die im wesentlichen identisch ist zu zuiriindest einem 
Teil der Nukleinsauresecjuenz kodierend fur ein NADPH-Oxidase- 
Protein oder ein funktionelles Aquivalent desselben, beispiels- 
weise der Nukleinsauresequenz umfassend eine Sequenz gemaS 

30 SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 oder 21 . 

e) Einbringung DNA-oder Protein-bindende Faktoren gegen NADPH- 
Oxidase Gene, -RNAs oder Proteine 

35 Eine Verminderung einer NADPH-Oxidase Genexpression ist auch mit 
spezifischen DNA-bindenden Faktoren z.B. mit Faktoren vom Typus 
der Zinkf ingertranskriptionsf aktoren moglich. Diese Faktoren 
lagern sich an die genomische Sequenz des endogenen Zielgens, 
bevorzugt in den regulator ischen Bereichen, an und bewirken 

40 eine Repression des endogenen Gens. Die Verwendung eines solchen 
Verfahrens ermoglicht die Verminderung der Expression eines endo- 
genen NADPH-Oxidase Gens, ohne dass dessen Sequenz gentechnisch 
manipuliert werden muss . Entsprechende Verf ahren zur Herstellung 
entsprechender Faktoren sind beschrieben (Dreier B et al . (2001) 

45 J Biol Chem 276 (31) : 29466-78 ; Dreier B et al . (2000) J Mol 
Biol 303 (4) :489-502; Beerli RR et al . (2000) Proc Natl Acad 
Sci USA 97 (4) :1495-1500; Beerli RR et al . (2000) J Biol Chem 
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275 (42) :32617-32627; Segal DJ and Barbas CF 3rd. (2000) Curr 
Opin Chem Biol 4(l):34-39; Kang JS and Kim JS (2000) J Biol Chem 
275(12) :8742-8748; Beerli RR et al . (1998) Proc Natl Acad Sci USA 
95 (25) :14628- 14633; Kim JS et al. (1997) Proc Natl Acad Sci USA 
5 94(8):3616 -3620; Klug A (1999) J Mol Biol 293 (2 ): 215-218 ; Tsai 
SY et al. (1998) Adv Drug Deliv Rev 30 (1-3) :23-31; Mapp AK et al. 

(2000) Proc Natl Acad Sci USA 97 (8) :3930-3935; Sharrocks AD 

et al. (1997) Int J Biochem Cell Biol 29 (12) : 1371-1387 ; Zhang L 
et al. (2000) J Biol Chem 275 (43) :33850-33860) . 

10 

Die Selektion dieser Faktoren kann unter Verwendung eines 
beliebigen Stiickes eines NADPH-Oxidase-Gens erfolgen. Bevorzugt 
liegt dieser Abschnitt im Bereich der Promotorregion. Fur eine 
Genunterdruckung kann er aber auch im Bereich der kodierenden 

15 Exons oder Introns liegen. Die entsprechenden Abschnitte sind 
fur den Fachmann mitt els Datenbankabfrage aus der Genbank oder 
- ausgehend von einer NADPH-Oxidase cDNA, deren Gen nicht in der 
Genbank vorhanden ist, durch Durchmusterung einer genomischen 
Bibliothek nach korrespondierenden genomischen Klonen erhaltlich. 

20 Die dazu erf orderlichen Verfahren sind dem Fachmann gelaufig. 

Ferner konnen Faktoren in eine Zelle eingebracht werden, die das 
NADPH-Oxidase Zielprotein selber inhibieren. Die proteinbindenden 
Faktoren konnen z.B. Aptamere (Famulok M und Mayer G (1999) Curr 

25 Top Microbiol Immunol 243:123-36) oder Antikorper bzw. Anti- 
korper f ragmente oder einzelkettige Antikorper sein. Die Gewinnung 
dieser Faktoren ist beschrieben und dem Fachmann bekannt. Bei- 
spielsweise wurde ein cytoplasmatischer scFv Antikorper ein- 
gesetzt, um die Aktivitat des Phytochrom A Proteins in gen- 

30 technisch veranderten Tabakpf lanzen zu modulieren (Owen M et al . 
(1992) Biotechnology (N Y) 10 (7) :790-794; Franken E et al . (1997) 
Curr Opin Biotechnol 8 (4) :411-416; Whitelam (1996) Trend Plant 
Sci 1:286-272) . 

35 Die Genexpression kann auch durch mafigeschneiderte, nieder- 
molekulare synthetische Verbindungen unterdruckt werden, bei- 
spielsweise vom Polyamid-Typ (Dervan PB und Burli RW (1999) 
Current Opinion in Chemical Biology 3:688-693; Gottesfeld 
JM et al. (2000) Gene Expr 9 (1-2) : 77-91) . Diese Oligomere 

40 bestehen aus den Bausteinen 3- (Dimethylamino)propylamin, 

N-Methyl-3-hydroxypyrrol, N-Methylimidazol und N-Methylpyrrole 
und konnen an jedes Stuck doppelstrangiger DNA so angepasst 
werden, dass sie sequenzspezif isch in die groSe Furche binden 
und die Expression der dortigen Genesequenzen blockieren. Ent- 

45 sprechende Verfahren sind beschrieben (siehe unter anderem Bremer 
RE et al. (2001) Bioorg Med Chem. 9(8) : 2093-103; Ansari AZ et al . 

(2001) Chem Biol. 8(6):583-92; Gottesfeld JM et al. (2001) J Mol 
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Biol. 309 (3) :615-29; Wurtz NR et al. (2001) Org Lett 3(8):1201-3; 
Wang CC et al. (2001) Bioorg Med Chem 9(3) : 653-7; Urbach AR und 
Dervan PB (2001) Proc Natl Acad Sci USA 98 (8) :4343-8; Chiang SY 
et al. (2000) J Biol Chem. 275 (32) :24246-54) . 

5 

f ) Einbringung von den NADPH-Oxidase RNA-Abbau bewirkenden 
viralen Nukleinsauresequenzen und Expressionskonstrukten 

Die NADPH-Oxidase Expression kann effektiv auch durch Induktion 
10 des spezifischen NADPH-Oxidase RNA— Abbaus durch die Pflanze 
mit Hilfe eines viralen Express ions systems (Amplikon) (Angell, 
SM et al. (1999) Plant J. 20 (3) :357-362) realisiert werden. 
Diese Systeme - auch als "VTGS" (viral induced gene silencing) 
bezeichnet - bringen Nukleinsaureseuqnzen mit Homologie zu den 
15 zu supprimierenden Transkripten mittels viraler Vektoren in die 
Pflanze ein. Die Transkription wird sodann - vermutlich mediiert 
durch pflanzliche Abwehrmechanismen gegen Viren - abgeschaltet . 
Entsprechende Techniken und Verfahren sind beschrieben (Ratclif f 
F et al. (2001) Plant J 25 (2 ): 237-45 ; Fagard M und Vaucheret H 
20 (2000) Plant Mol Biol 43 (2-3 ): 285-93 ; Anandalakshmi R et al. 
(1998) Proc Natl Acad Sci USA 95 (22) : 13079-84 ; Ruiz MT (1998) 
Plant Cell 10(6): 937-46). 

g) Einbringung von Konstrukten zur Induktion einer homologen 
25 Rekombination an endogenen NADPH-Oxidase-Genen beispiels- 

weise zur Erzeugung von Knockout-Mutanten. 

Zur Herstellung eintes homolog rekombinanten Organismus mit 
verminderter NADPH-Oxidase-Aktivitat verwendet man beispiels- 

30 weise ein Nukleinsaurekonstrukt , das zumindest einen Teil eines 
endogenen NADPH-Oxidase Gens enthalt, das durch eine Deletion, 
Addition oder Substitution mindestens eines Nukleotids so 
verandert wird, so dass die Funktionalitat vermindert oder 
ganzlich aufgehoben wird. Die Veranderung kann auch die 

35 regulativen Elemente (z.B. den Promotor) des Gens betreffen, 
so dass die kodierende Sequenz unverandert bleibt, eine 
Expression (Transkription und/oder Translation) jedoch unter- 
bleibt und vermindert wird. 

40 Bei der konventionellen homologen Rekombination ist die ver- 
anderte Region an ihrem 5 1 - und 3 ' -Ende von weiteren Nuklein- 
sauresequenzen flankiert, die eine ausreichende Lange fur die 
Ermoglichung der Rekombination aufweisen mussen. Die Lange liegt 
in der Regel in einem Bereich von mehreren einhundert Basen 

45 bis zu mehreren Kilobasen (Thomas KR und Capecchi MR (1987) 
Cell 51:503; Strepp et al . (1998) Proc Natl Acad Sci USA 
95 (8) :4368-4373) . Fur die homologe Rekombination wird der Wirts- 
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organismus - zuia Beispiel eine Pflanze - mit dem Rekombinations- 
konstrukt unter Verwendung der unten beschriebenen Verfahren 
trans formiert und erfolgreich rekombinierte Klone unter Ver- 
wendung zum Beispiel einer Antibiotika- oder Herbizidresistenz 
5 selektioniert. 



Homologe Rekombination ist ein relativ seltenes Ereignis 

in hoheren Eukaryoten, vor allem in Pflanzen. Zufallige Inte- 

grationen in das Wirtsgenom liberwiegen. Eine Moglichkeit die 

10 zufallig integrierten Sequenzen zu entfernen und so Zellklone mit 
einer korrekten homologen Rekombination anzureichern, besteht in 
der Verwendung eines sequenzspezif ischen Rekombinat ions systems 
wie in US 6,110,736 beschrieben, durch welche unspezifisch 
integrierte Sequenzen wieder deletiert werden konnen, was die 

15 Selektion erfolgreich uber homologe Rekombination integrierter 
Ereignisse erleichtert. Eine Vielzahl von sequenzspezif ischen 
Rekombinationssystemen kann verwendet werden, beispielhaft sind 
das Cre/lox-System des Bacteriophagen Pi, das FLP/FRT System der 
Hefe, die Gin Rekombinase des Mu Phagen, die Pin Rekombinase aus 

20 E. coli und das R/RS System des pSRl Plasmids genannt. Bevorzugt 
sind das Bacteriophagen Pi Cre/lox und das Hefe FLP/FRT System. 
Das FLP/FRT und cre/lox Rekombinase system wurde bereits in 
pflanzlichen Systemen angewendet (Odell et al. (1990) Mol 
Gen Genet 223: 369-378) 

25 

h) Einfuhrung von Mutationen in endogene NADPH-Oxidase Gene 
zur Erzeugung eines Funktionsverlustes (z.B. Generierung 
von Stopp-Kodons , Verschiebungen im Leseraster etc.) 

30 Weitere geeignete Methoden zur Verminderung der NADPH-Oxidase - 
Aktivitat sind die Einfuhrung von Nonsense-Mutationen in endogene 
NADPH-Oxidase Gene zum Beispiel mittels Einfuhrung von RNA/DNA- 
Oligonukleotiden in die Pflanze (Zhu et al. (2000) Nat Biotechnol 
18 (5) : 555-558) sowie die Generierung von Knockout-Mutanten mit 

35 Hilfe von z.B. T-DNA-Mutagenese (Koncz et al. (1992) Plant Mol 
Biol 20 (5) :963-976) , ENU— (N— Ethyl -N—nitrosoharns toff ) - Muta- 
genese oder homolger Rekombination (Hohn B und Puchta (1999) 
H Proc Natl Acad Sci USA 96:8321-8323.). Punktmutationen konnen 
auch mittels DNA-RNA Hybriden erzeugt werden, die auch als 

40 "chimeraplasty" bekannt sind (Cole-Strauss et al . (1999) Nucl 
Acids Res 27 (5 ): 1323-1330 ; Kmiec (1999) Gene therapy American 
Scientist 87 (3 ): 240-247 ) . 



Die Methoden der dsRNAi , der Kosuppression mittels sense-RNA 
45 und der "VIGS" ("virus induced gene silencing" ) werden auch als 
"post-transcriptional gene silencing" (PTGS) bezeichnet. PTGS- 
Verfahren wie auch die Verminderung der NADPH-Oxidase-Funktion 
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oder Aktivitat mit dominant -negativen NADPH-Oxidase-Varianten 
sind besonders vorteilhaft, weil die Anf orderungen an die Homo- 
logie zwischen dem zu supprimierenden endogenem Gen und der 
transgen exprimierten sense- oder dsRNA-Nukleins&uresequenz 
5 (bzw. zwischen dem endogenen Gen und seiner dominant-negativen 
Variante) geringer sind als beispielsweise bei einem klassischen 
antisense-Ansatz. Entsprechende Homologie-Kriterien sind bei 
der Beschreibung des dsRNAI-Verf ahrens genannt und allgemein fur 
PTGS-Verf ahren oder dominant -negative Ansatze ubertragbar. Auf- 

10 grund der hohen Homologie zwischen den NADPH-Oxidase-Proteinen 
aus Mais, Reis und Gerste kann auf einen hohen Konservierungsgrad 
dieses Protein bei Pflanzen geschlossen werden. So kann man vor- 
aussichtlich unter Verwendung der NADPH-Oxidase-Nukleinsaure- 
sequenzen aus Gerste, Mais oder Reis auch die Expression von 

15 homologen NADPH-Oxidase-Proteinen in anderen Arten ef fektiv 

supprimieren, ohne dass die Isolierung und Strukturaufklarung der 
dort vorkommenden NADPH-Oxidase-Homologen zwingend er f order lich 
ware. Dies erleichtert erheblich den Arbeitsaufwand. Analog kann 
man voraussichtlich auch unter Verwendung von dominant-negativen 

20 Varianten eines NADPH-Oxidase-Proteins aus Reis, Mais oder Gerste 
die Funktion/Aktivitat seines Homologs in anderen Pf lanzenarten 
ef fektiv vermindern oder unterdrucken. 

Alle Substanzen und Verbindungen die direkt oder indirekt eine 
25 Verminderung der Proteinmenge, RNA-Menge, Genaktivitat oder 
Proteinaktivitat eines NADPH-Oxidase-Proteins bewirken, seien 
infolge unter der Bezeichnung "anti-NADPH-Oxidase" -Verbindungen 
zusammengef asst . Der Begriff "anti-NADPH-Oxidase"-Verbindung 
schliefit explizit die in den oben beschriebenen Verfahren zum 
30 Einsatz kommenden Nukleinsauresequenzen, Peptide, Proteine oder 
andere Faktoren ein. 

"Einbringung" umfasst im Rahmen der Erfindung alle Verfahren, die 
dazu geeignet eine *anti-NADPH-Oxidase"-Verbindung, direkt oder 

35 indirekt, in eine Pflanze oder eine Zelle, Kompartiment , Gewebe, 
Organ oder Samen derselben einzufuhren oder dort zu generieren. 
Direkte und indirekte Verfahren sind umfasst. Die Einbringung 
kann zu einer voriibergehenden (transienten) Prasenz einer w anti- 
NADPH-Oxidase"-Verbindung (beispielsweise einer dsRNA) fiihren 

40 oder aber auch zu einer dauerhaften (stabilen) . 

GemaJS der unterschiedlichen Natur der oben beschriebenen 
Ansatze kann die "anti-NADPH-Oxidase"-Verbindung ihre Funktion 
direkt ausiiben (zum Beispiel durch Insertion in ein endogenes 
45 NADPH-Oxidase Gen) . Die Funktion kann aber auch indirekt nach 
Transkription in eine KNA (zum Beispiel bei antisense Ansatzen) 
oder nach Transkription und Translation in ein Protein 
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(z.B. Bindungsfaktoren) ausgexibt werden. Sowohl direkte als 
auch indirekt wirkende u anti-NADPH-Oxidase''-Verbindungen 
sind erf indungsgemafc umfasst, 

5 Einfuhren .umfasst beispielsweise Verfahren wie Transf ektion, 
Transduktion oder Transformation. 

"Anti-NADPH-Oxidase" Verbindungen umfasst somit beispielsweise 
auch rekombinante Expressionskonstrukte, die eine Expression 
10 (d.h. Transkription und ggf. Translation) beispielsweise einer 
NADPH-Oxidase-dsRNA oder einer NADPH-Oxidase W antisense"-:RNA - 
bevorzugt in einer Pflanze oder einem Teil, Gewebe, Organ oder 
Samen derselben - bedingen. 

15 In besagten Express ionskonstrukten steht ein Nukleinsauremolekul, 
dessen Expression (Transkription und ggf. Translation) eine 
"anti-NADPH-Oxidase''-Verbindung generiert, bevorzugt in funktio- 
neller Verknupfung mit mindestens einem genetischen Kontroll- 
element (beispielsweise einem Promotor) , das eine Expression 

20 in einem Organismus, bevorzugt in Pflanzen, gewahrleistet . 

Soil das Express ionskonstrukt direkt in die Pflanze eingefuhrt 
und die "anti-NADPH-Oxidase"-Verbindung (beispielsweise die 
NADPH-Oxidase dsRNA) dort in plantae erzeugt werden, so sind 
pf lanzenspezif ische genetische Kontrollelemente (beispiels- 

25 weise Promotoren) bevorzugt. Die *anti-NADPH-Oxidase"-Verbindung 
kann jedoch auch in anderen Organismen oder in vitro erzeugt 
und dann in die Pflanze eingebracht werden (wie in Beispiel 6 
und 7 beschrieben) . In diesem sind all prokaryotischen oder 
eukaryotischen genetischen Kontrollelemente (beispielsweise 

30 Promotoren) bevorzugt, die die Expression in den jeweils fur 
die Herstellung gewahlten Organismus erlauben. 

Unter einer f unktionellen Verknupfung versteht man zum Beispiel 
die sequentielle Anordnung eines Promotors mit der zu expri- 

35 mierenden Nukleinsauresequenz (zum Beispiel einer "anti-NAox-Ver- 
bindung) und ggf. weiterer regulativer Elemente wie zum Beispiel 
einem Terminator derart, dass jedes der regulativen Elemente 
seine Funktion bei der transgenen Expression der Nukleinsaure- 
sequenz, je nach Anordnung der Nukleinsauresequenzen zu sense 

40 oder anti-sense RNA, erfullen kann. Dazu ist nicht unbedingt eine 
direkte Verknupfung im chemischen Sinne erf orderlich. Genetische 
Kontrollsequenzen, wie zum Beispiel Enhancer-Sequenzen, konnen 
ihre Funktion auch von weiter entfernten Positionen oder gar 
von anderen DNA-Molekulen aus auf die Zielsequenz ausuben. Bevor- 

45 zugt sind Anordnungen, in denen die transgen zu exprimierende 

Nukleinsauresequenz hinter der als Promoter fungierenden Sequenz 
posit ioniert wird, so dass beide Sequenzen kovalent miteinander 
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verbunden sind. Bevorzugt ist dabei der Abstand zwischen der 
Promotorsequenz und der transgen zu exprimierende Nuklein- 
sauresequenz geringer als 200 Basenpaare, besonders bevorzugt 
kleiner als 100 Basenpaare, ganz besonders bevorzugt kleiner 
5 als 50 Basenpaare. 

Die Herstellung einer funktionellen Verkniipfung als auch die 
Herstellung einer Expressionskassette kann mittels gangiger 
Rekombinations- und Klonierungstechniken realisiert werden, 

10 wie sie beispielsweise in Maniatis T, Fritsch EF und Sambrook J 
(1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 
Laboratory , Cold Spring Harbor (NY) , in Silhavy TJ, Berman ML 
und Enquist LW (1984) Experiments with Gene Fusions, Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor (NY), in Ausubel FM et al. 

15 (1987) Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing 
Assoc. and Wiley Interscience und bei Gelvin et al. (1990) In: 
Plant Molecular Biology Manual beschrieben sind. Zwischen beide 
Sequenzen konnen aber auch weitere Sequenzen posit ioniert werden, 
die zum Beispiel die Funktion eines Linkers mit bestimmten 

20 Restriktionsenzymschnittstellen oder eines Signalpeptides haben.. 
Auch kann die Insertion von Sequenzen zur Expression von Fusions- 
proteinen fxihren. Bevorzugt kann die Expressionskassette, be- 
stehend aus einer Verkniipfung von Promoter und zu exprimierender 
Nukleinsauresequenz, integriert in einem Vektor vorliegen und 

25 durch zum Beispiel Transformation in ein pf lanzliches Genom 
insertiert werden. 

Unter einer Expressionskassette sind aber auch solche Kon- 
struktionen zu verstehen, bei denen ein Promoter - zum Beispiel 

30 durch eine homologe Rekombination - hinter ein endogenes NADPH- 
Oxidase-Gen platziert wird, und durch Expression einer antisense 
NADPH-Oxidase-RNA die erf indungsgemafee Verminderung eines NADPH— 
Oxidase-Proteins bewirkt wird. Analog kann auch eine "anti-NADPH- 
Oxidase" Verbindung (zum Beispiel eine Nukleinsauresequenz 

35 kodierend fur eines NADPH-Oxidase dsRNA oder eine NADPH-Oxidase 
antisense RNA) derart hinter einen endogenen Promotor platziert 
werden, dass der gleiche Effekt auftritt. Beide Ansatze fiihren 
zu Expressionskassetten im Sinne der Erfindung. 

40 Pf lanzenspezif ische Promotoren meint grundsatzlich jeden 

Promotor, der die Expression von Genen, insbesondere Fremdgenen, 
in Pflanzen oder Pf lanzenteilen, -zellen, -geweben, -kulturen 
steuern kann. Dabei kann die Expression beispielsweise 
konstitutiv, induzierbar oder entwicklungsabhangig sein. 



45 
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Be vor zug t s ind : 



a) Konstitutive Promotoren 



5 Bevorzugt sind Vektoren, die eine konstitutive Expression 

in Pflanzen ermoglichen (Benfey et al. (1989) EMBO J 8:2195-2202). 
"Konstitutiver" Promotor meint solche Promotoren, die eine 
Expression in zahlreichen, bevorzugt alien, Geweben uber einen 
grofieren Zeitraum der Pf lanzenentwicklung, bevorzugt zu alien 

10 Zeitpunkten der Pf lanzenentwicklung, gewahrleisten. Vorzugsweise 
verwendet man insbesondere einen pf lanzlichen Promotor oder einen 
Promotor, der einem Pf lanzenvirus entstammt. Insbesondere bevor- 
zugt ist der Promotor des 35S-Transkriptes des CaMV Blumenkohl- 
mosaikvirus (Franck et al . (1980) Cell 21:285-294; Odell et al. 

15 (1985) Nature 313:810-812; Shewmaker et al. (1985) Virology 
140:281-288; Gardner et al. (1986) Plant Mol Biol 6:221- 228) 
oder der 19S CaMV Promotor (US 5,352,605; WO 84/02913; Benfey 
et al. (1989) EMBO J 8:2195-2202). Ein weiterer geeigneter 
konstitutiver Promotor ist der "Rubisco small subunit (SSU) *- 

20 Promotor (US 4,962,028), der LeguminB- Promotor (GenBank Acc.-Nr. 
X03677) , der Promotor der Nopal insynthase aus Agrobacterium, 
der TR-Doppelpromotor, der OCS (Octopin Synthase) Promotor aus 
Agrobacterium, der Ubiquitin Promotor (Holtorf S et al . (1995) 
Plant Mol Biol 29:637-649), den Ubiquitin 1 Promotor (Christensen 

25 et al. (1992) Plant Mol Biol 18:675-689; Bruce et al. (1989) Proc 
Natl Acad Sci USA 86:9692-9696), den Smas Promotor, den Cinnamyl- 
alkoholdehydrogenase-Promotor (US 5,683,439), die Promotoren der 
ATPase Untereinheiten oder der Promotor eines prolinreichen 
Proteins aus Weizen (WO 91/13991) , sowie weitere Promotoren von 

30 Genen, deren konstitutive Expression in Pflanzen dem Fachmann 
bekannt ist. Als konstitutiver Promotor insbesondere bevorzugt 
ist der Promotor des Nitrilase-1 (nitl) Gens aus A\ thaliana 
(GenBank Acc. -No. : Y07648.2, Nukleotide 2456-4340, Hillebrand 
et al. (1996) Gene 170:197-200). 

35 

b) Gewebespezif ische Promotoren 

Bevorzugt sind ferner Promotoren mit Spezifitaten fur die 
Antheren, Ovarien, Bluten, Blatter, Stengel, Wurzeln und Samen. 

40 

Samenspez if ische Promotoren umfassen zum Beispiel den Promotor 
des Phaseolins (US 5,504,200; Bustos MM et al . (1989) Plant Cell 
1 (9) :839-53) , des 2S Albumins (Joseffson LG et al. (1987) J Biol 
Chem 262:12196-12201), des Legumins (Shirsat A et al. (1989) 
45 Mol Gen Genet 215(2): 326-331), des USP (unknown seed protein; 
Baumlein H et al. (1991) Mol Gen Genet 225 (3) :459-67) , des Napin 
(US 5,608,152; Stalberg K et al. (1996) L Planta 199:515-519), 
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des Saccharosebindeproteins (WO 00/26388), des Legumin B4 (LeB4; 
Baumlein H et al. (1991) Mol Gen Genet 225: 121-128; Baeumlein 
et al. (1992) Plant Journal 2(2):233-9; Fiedler U et al . (1995) 
Biotechnology (NY) 13 (10) : 1090f ) , des Oleosin aus Arabidopsis 
5 (WO 98/45461) und des Bce4 aus Brassica (WO 91/13980) . Weitere 
geeignete sairtenspezif ische Promotoren sind die der Gene kodierend 
fur das "High Molecular Weight Glutenin" (HMWG) , Gliadin, Ver- 
zweigungsenzym, ADP Glucose Pyrophosphatase (AGPase) oder die 
Starkesynthase. Bevorzugt sind ferner Promotoren, die eine samen- 

10 spezif ische Expression in Monokotyledonen wie Mais, Gerste, 
Weizen, Roggen, Reis etc. erlauben. Vorteilhaft eingesetzt 
werden konnen der Promoter des lpt2- oder lptl-Gen (WO 95/15389, 
WO 95/23230) oder die Promotoren beschrieben in WO 99/16890 
(Promotoren des Hordein-Gens , des Glutelin-Gens, des Oryzin-Gens, 

15 des Prolamin-Gens , des Gliadin-Gens, des Glutelin-Gens, des 
Zein-Gens, des Kasirin-Gens oder des Secalin-Gens) . 

Knollen-, Speicherwurzel- oder Wurzel-spezif ische Promotoren 
umfassen beispielsweise den Patatin Promotor Klasse I (B33) und 
20 den Promotor des Cathepsin D Inhibitors aus Kartof f el . 

Blattspezifische Promotoren umfassen beispielsweise den Promotor 
der cytosolischen FBPase aus Kartof fel (WO 97/05900) , den SSU 
Promotor (small subunit) der Rubisco (Ribulose-1, 5-bisphosphat- 
25 carboxylase) oder den ST-LSI Promotor aus Kartof fel (Stockhaus 
et al. (1989) EMBO J 8:2445-2451) . Ganz besonders bevorzugt sind 
Epidermis-spezif ische Promotoren, wie beispielsweise der Promotor 
des OXLP-Gens ( "Oxalat-Oxidase like protein"; Wei et al . (1998) 
Plant Mol. Biol. 36:101-112). 

30 

Bltitenspezif ische Promotoren umfassen beispielsweise den Phytoen 
Synthase Promotor (WO 92/16635) oder den Promotor des P-rr Gens 
(WO 98/22593) . 

35 Antheren-spez if ische Promotoren umfassen beispielsweise den 

5126-Promotor (US 5,689,049, US 5,689,051), den glob-1 Promotor 
und den y-Zein Promotor. 

c) Chemisch induzierbare Promotoren 

40 

Die Expressionskassetten konnen auch einen chemisch induzierbaren 
Promotor enthalten (Ubersichtsartikel : Gatz et al. (1997) Annu 
Rev Plant Physiol Plant Mol Biol 48:89-108), durch den die 
Expression des exogenen Gens in der Pflanze zu einem bestimmten 
45 Zeitpunkt gesteuert werden kann. Beispielhaft seien zu nennen 

der PRP1 Promotor (Ward et al . (1993) Plant Mol Biol 22:361-366), 
ein durch Salicylsaure induzierbarer Promotor (WO 95/19443), ein 
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durch Benzolsulfonamid-induzierbarer Promotor (EP 0 388 186), 
ein durch Tetrazyklin-induzierbarer Promotor (Gatz et al. (1992) 
Plant J 2:397-404), ein durch Abscisinssiure induzierbarer 
Promotor (EP 0 335 528) bzw. ein durch Ethanol- oder Cyclo- 
5 hexanon-induzierbarer Promotor (WO 93/21334) . 

d) Stress- oder Pathogen- induzierbare Promotoren 

Ferner sind Promotoren bevorzugt, die durch biotischen oder 
10 abiotischen Stress induziert werden wie beispielsweise der patho- 
gen-induzierbare Promotor des PRPl-Gens (bzw. grstl Promotor) z.B. 
aus Kartoffel (WO 96/28561; Ward et al. (1993) Plant Mol Biol 
22:361- 366), der hitzeinduzierbare hsp70- oder hsp80-Promoter 
aus Tomate (US 5,187,267), der kalteinduzierare alpha-Amylase 
15 Promoter aus der Kartoffel (WO 96/12814) oder der licht-induzier- 
bare PPDK Promotor. Weitere pathogen- induzierbare Promotoren um- 
fassen den Flachs Fisl-Promotor (WO 96/34949), den Vstl-Promotor 
(Schubert et al. (1997) Plant Mol Biol 34:417-426) sowie den EAS4 
Sesquiterpene-Cyclase-Promotor aus Tabak (US 6,100,451). 

20 

Pathogen- induzierbare Promotoren umf assen ferner die Promotoren 
von Genen, die infolge eines Pathogenbef alls induziert werden, 
wie beispielsweise Promotoren der Gene von PR-Proteinen, SAR- 
Proteinen, fJ-l, 3-Glucanase, Chitinase usw. (beispielsweise Redolfi 

25 et al. (1983) Neth J Plant Pathol 89:245-254; Uknes, et al . 
(1992) Plant Cell 4:645-656; Van Loon (1985) Plant Mol Viral 
4:111-116; Marineau et al . (1987) Plant Mol Biol 9:335-342; 
Matton et al . (1987) Molecular Plant -Microbe Interactions 
2:325-342; Somssich et al . (1986) Proc Natl Acad Sci USA 

30 83:2427-2430; Somssich et al. (1988) Mol Gen Genetics 2:93-98; 

Chen et al. (1996) Plant J 10:955-966; Zhang and Sing (1994) Proc 
Natl Acad Sci USA 91:2507-2511; Warner, et al. (1993) Plant J 
3:191-201; Siebertz et al. (1989) Plant Cell 1:961-968(1989). 

35 Umfasst sind auch verwundungs- induzierbare Promotoren wie 

der des pinll Gens (EP-A 0 375 091; Ryan (1990) Ann Rev Phytopath 
28:425-449; Duan et al . (1996) Nat Biotech 14:494-498), des wunl- 
und wun2-Gens (US 5,428,148), des winl- und win2-Gens (Stanford 
et al. (1989) Mol Gen Genet 215:200-208), des Systemin-Gens 

40 (McGurl et al . (1992) Science 225:1570-1573), des WIPl-Gens 
(Rohmeier et al . (1993) Plant Mol Biol 22:783-792; Eckelkamp 
et al. (1993) FEBS Letters 323:73-76), des MPI-Gens (Corderok 
et al. (1994) Plant J 6 (2 ): 141-150 ) und dergleichen. 



45 Eine Quelle fur weitere pathogen-induzierbare Promotoren 

stellt die PR-Genf amilie dar. Eine Reihe von Elementen in diesen 
Promotoren haben sich als vorteilhaft erwiesen. So vermittelt die 
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Region -3 64 bis -288 im Promotor von PR-2d Salicylat-Spezif itat 
(Buchel et al . (1996) Plant Mol Biol 30, 493-504). Die Sequenz 
5 ' -TCATCTTCTT-3 ' taucht im Promotor der Gersten (5-1, 3-Glucanase 
und in mehr als 30 weiteren stress-induzierten Genen wiederholt 
5 auf . Diese Region bindet in Tabak ein nukleares Protein, dessen 
Abundanz durch Salicylat erhdht wird. Die PR-l-Promotoren aus 
Tabak und Arabidopsis (EP-A 0 332 104, WO 98/03536) eignen sich 
ebenfalls als pathogen-induzierbare Promotoren. Bevorzugt, da 
besonders spezifisch durch Pathogen- induziert , sind die "acidic 

10 PR-5 "-(aPR5) -Promotoren aus Gerste (Schweizer et al. (1997) 

Plant Physiol 114:79-88) und Weizen (Rebmann et al . (1991) Plant 
Mol Biol 16:329-331). aPR5-Proteine akkumulieren in ca. 4 bis 
6 Stunden nach Pathogenbef all und zeigen nur eine sehr geringe 
Hintergrundsexpression (WO 99/66057) . Ein Ansatz, urn eine erhohte 

15 pathogen-induzierte SpezifitSt zu erreichen, bildet die Her- 

stellung synthetischer Promotoren aus Kombinationen von bekannten 
pathogen-responsiven Elementen (Rushton et al. (2002) Plant 
Cell 14, 749-762; WO 00/01830; WO 99/66057). Weitere pathogen- 
induzierbare Promotoren aus verschiedenen Arten sind dem 

20 Fachmann bekannt (EP-A 1 165 794; EP-A 1 062 356; EP-A 1 041 148; 
EP-A 1 032 684; 

e) Entwicklungsabhangige Promotoren 

25 Weitere geeignete Promotoren sind beispielsweise fruchtreifungs- 
spezifische Promotoren, wie beispielsweise der f ruchtreifungs- 
spezifische Promotor aus Tomate (WO 94/21794, EP 409 625). Ent- 
wicklungsabhangige Promotoren schlieSt zum Teil die gewebe- 
spezifischen Promotoren ein, da die Ausbildung einzelner Gewebe 

30 naturgemaS entwicklungsabhangig erfolgt. 

Besonders bevorzugt sind konstitutive, sowie Blatt ' und/oder 
Stengel-spezif ische, pathogen-induzierbare und epidermis- 
spezifische Promotoren, wobei pathogen- induzierbar und epidermis- 
35 spezif ische Promotoren am meisten bevorzugt sind. 

Es konnen ferner weitere Promotoren funktionell mit der 
zu exprimierenden Nukleinsauresequenz verknupft sein, die 
eine Expression in weiteren Pf lanzengeweben oder in anderen 
40 Organismen, wie zum Beispiel E-coli Bakterien ermdglichen. Als 
Pflanzen Promotoren kommen im Prinzip alle oben beschriebenen 
Promotoren in Frage. 

Die in den erf indungsgemaSen Expressionskassetten oder Vektoren 
45 enthaltenen Nukleinsauresequenz en konnen mit weiteren genetischen 
Kontrollsequenzen neben einem Promoter funktionell verknupft 
sein. Der Begriff der genetischen Kontrollsequenzen ist breit 
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zu verstehen und meint all solche Sequenzen, die einen Einfluss 
auf das Zustandekommen oder die Funktion der erf indungsgemaEen 
Expressionskassette haben. Genetische Kontrollsequenzen modi- 
fizieren zum Beispiel die Transkription und Translation in 
5 prokaryotischen oder eukaryotischen Organismen. Vorzugsweise 
umfassen die erf indungsgemaSen Expressionskassetten S'-strom- 
auf warts von der jeweiligen transgen zu exprimierenden Nuklein- 
sauresequenz den Promoter mit Spezifit&t fur die embryonale 
Epidermis und/oder die Blxite und 3 ' -stromabwarts eine Terminator- 
10 sequenz als zusatzliche genetische Kontrollsequenz, sowie 

gegebenenf alls weitere xibliche regulative Elemente, und zwar 
jeweils funktionell verknupft mit der transgen zu exprimierenden 
Nukleinsauresequenz . 

15 Genetische Kontrollsequenzen umfassen auch weitere Promotoren, 
Promotorelemente oder Minimalpromotoren, die die expressions- 
steuernden Eigenschaf ten modifizieren konnen. So kann durch 
genetische Kontrollsequenzen zum Beispiel die gewebespezif ische 
Expression zusatzlich abhangig von bestimmten Stressf aktoren 

20 erfolgen. Entsprechende Elemente sind zum Beispiel fur Wasser- 
stress, Abscisinsaure (Lam E und Chua NH, J Biol Chem 1991; 
266(26): 17131 -17135) und Hitzestress (Schoffl F et al . , Mole- 
cular & General Genetics 217 (2-3 ) :246-53 , 1989) beschrieben. 

25 Prinzipiell konnen alle nattirlichen Promotoren mit ihren 

Regulationssequenzen wie die oben genannten fur das erf indungs- 
gemaSe Verfahren verwendet werden. Daruberhinaus konnen auch 
synthetische Promotoren vorteilhaft verwendet werden. 

30 Genetische Kontrollsequenzen umfassen ferner auch die 5 ' -untrans- 
latierte Regionen, Introns oder nichtkodierende 3' -Region von 
Genen wie beipielsweise das Actin-1 Intron, oder die Adhl-S 
Introns 1, 2 und 6 (allgemein: The Maize Handbook, Chapter 116, 
Freeling and Walbot, Eds., Springer, New York (1994)). Es ist 

35 gezeigt worden, dass diese eine signifikante Funktionen bei der 
Regulation der Genexpression spielen konnen. So wurde gezeigt, 
dass 5'-untranslatierte Sequenzen die transiente Expression 
heterologer Gene verstarken konnen. Beispielhaft fur Trans - 
lationsverstarker sei die 5 ' -Leaders equenz aus dem Tabak- 

40 Mosaik-Virus zu nennen (Gallie et al. (1987) Nucl Acids Res 
15:8693-8711) und dergleichen. Sie konnen ferner die Gewebs- 
spezifitat fordern (Rouster J et al. (1998) Plant J 15:435-440). 

Die Expressionskassette kann vorteilhaf terweise eine oder mehrere 
45 sogenannte ''enhancer Sequenzen" funktionell verknlipft mit dem 
Promoter enthalten, die eine erhohte transgene Expression der 
Nukleinsauresequenz ermoglichen. Auch am 3'-Ende der transgen 
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zu exprimierenden Nukleinsaureseguenzen konnen zusatzliche vor- 
teilhafte Sequenzen inseriert werden, wie weitere regulatorische 
Elemente oder Terminator en. Die transgen zu exprimierenden 
Nukleinsauresequenzen konnen in einer oder mehreren Kopien im 
5 Genkonstrukt enthalten sein. 

Als Kontrollsequenzen geeignete Polyadenylierungssignale sind 
pflanzliche Polyadenylierungssignale, vorzugsweise solche, die 
im wesentlichen T-DNA Polyadenylierungssignale aus Agrobacterixxm 
10 tumef aci ens, insbesondere des Gens 3 der T-DNA (Octopin Synthase) 
des Ti-Plasmids pTiACHS entsprechen (Gielen et al. (1984) EMBO J 
3:835 ff) oder funktionelle Aquivalente davon. Beispiele fur 
besonders geeignete Terminator sequenzen sind der OCS (Octopin- 
Synthase) -Terminator und der NOS (Nopalin-Synthase) -Terminator . 

15 

Als Kontrollsequenzen sind weiterhin solche zu verstehen, die 
eine homologe Rekombination bzw. Insertion in das Genom eines 
Wirtsorganismus ermoglichen oder die Entfernung aus dem Genom 
erlauben. Bei der homologen Rekombination kann zum Beispiel der 

20 naturliche Promoter eines bestimmten Gens gegen einen Promoter 
mit Spezifitat fur die embryonale Epidermis und/oder die Blute 
ausgetauscht werden. Methoden wie die cre/lox-Technologie er- 
lauben eine gewebespezif ische, unter Umstanden induzierbare Ent- 
fernung der Expressionskassette aus dem Genom des Wirtsorganismus 

25 (Sauer B (1998) Methods. 14 (4) :381-92) . Hier werden bestimmte 

flankierende Sequenzen dem.Zielgen angefugt (lox-Sequenzen) , die 
spater eine Entfernung mittels der cre-Rekombinase ermoglichen. 

Eine Expressionskassetten und die von ihr abgeleiteten 
30 Vektoren konnen weitere Funktionselemente enthalten. Der 

Begriff Funktionselement ist breit zu verstehen und meint all 
solche Elemente, die einen Einfluss auf Herstellung, Vermehrung 
oder Funktion der erf indungsgemafien Expressionskassetten, 
Vektoren oder transgenen Organismen haben. Beispielhaft aber 
35 nicht einschrankend seien zu nennen: 

a) Selektionsmarker, die eine Resist enz gegen einen Metabolis- 



40 



45 



musinhibitor wie 2-Desoxyglucose-6-phosphat (WO 98/45456), 
Antibiotika oder Biozide, bevorzugt Herbizide, wie zum 
Beispiel Kanamycin, G 418, Bleomycin, Hygromycin, oder 
Phosphinotricin etc. verleihen. Besonders bevorzugte 
Selektionsmarker sind solche die eine Resistenz gegen Herbi- 
zide verleihen. Beispielhaft seien genannt: DNA Sequenzen, 
die fur Phosphinothricinacetyltransf erasen (PAT) kodieren und 
Glutaminsynthaseinhibitoren inaktivieren (bar und pat Gen) , 
5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphatsynthasegene (EPSP Synthase- 
gene), die eine Resistenz gegen Glyphosat® (N- (phosphono- 
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b) 

20 
25 
30 
35 
40 

c) 

45 



methyl) glyc in) verleihen, das fttr das Glyphosat® degra- 
dierende Enzyme kodierende gox Gen (Glyphosatoxidoreduktase) , 
das deh Gen (kodierend fur eine Dehalogenase , die Dalapon 
inaktiviert) , Sulfonylurea- und Imidazolinon inaktivierende 
Acetolactatsynthasen sowie bxn Gene, die fur Bromoxynil 
degradierende Nitrilaseenzyme kodieren, das aasa-Gen, das 
eine Resistenz gegen das Antibiotikum Apectinomycin ver- 
leih, das Streptomycinphosphotransf erase (SPT) Gen, das 
eine Resistenz gegen Streptomycin gewahrt, das Neomycin- 
phosphotransferas (NPTII) Gen, das eine Resistenz gegen 
Kanamycin oder Geneticidin verleiht, das Hygromyc ^phospho- 
transferase (HPT) Gen, das eine Resistenz gegen Hygromycin 
vermittelt, das Acetolactatsynthas Gen (ALS) , das eine 
Resistenz gegen Sulf onylharnstof f-Herbizide verleiht 
(z.B. mutierte ALS-Varianten mit z.B. der S4 und/oder 
Hra Mutation) . 

Reportergene, die fur leicht quantif izierbare Proteine 
kodieren und uber Eigenfarbe oder Enzymaktivitat eine 
Bewertung der Transf ormationsef f izienz oder des Expressions- 
ortes oder -zeitpunktes gewahrleisten. Ganz besonders 
bevorzugt sind dabei Reporter-Proteine (Schenborn E, Gros- 
kreutz D. Mol Biotechnol. 1999; 13(l):29-44) wie das tt green 
fluorescence protein" (GFP) (Sheen et al. (1995) Plant Journal 
8 (5) :777-784; Haseloff et al.(1997) Proc Natl Acad Sci USA 
94(6) :2122-2127; Reichel et al.(1996) Proc Natl Acad Sci 
USA 93 (12) :5888-5893; Tian et al. (1997) Plant Cell Rep 
16:267-271; WO 97/41228; Chui WL et al. (1996) Curr Biol 
6:325-330; Leffel SM et al. (1997) Biotechniques . 
23 (5) : 912-8) , die Chloramphenicol transf erase , eine Luziferase 
(Ow et al. (1986) Science 234:856-859; Millar et al. (1992) 
Plant Mol Biol Rep 10:324-414), das Aequoringen (Prasher 
et al. (1985) Biochem Biophys Res Commun 126 ( 3 ): 1259-1268) , 
die (J-Galactosidase, R-Locus Gen (kodieren ein Protein, das 
die Produktion von Anthocyaninpigmenten (rote Farbung) in 
pflanzlichen Gewebe reguliert und so eine direkte Analyse der 
Promotoraktivitat ohne Zugabe zusatzlicher Hilfsstoffe oder 
chromogener Substrate ermoglicht; Dellaporta et al., In: 
Chromosome Structure and Function: Impact of New Concepts, 
18th Stadler Genetics Symposium, 11:263-282, 1988), ganz be- 
sonders bevorzugt ist die ^-Glucuronidase (Jefferson et al., 
EMBO J. 1987, 6, 3901-3907). 

Replikationsursprunge, die eine Veraiehrung der erfindungs- 
gemafien Expressionskassetten oder Vektoren in zum Beispiel 
E.coli gewahrleisten. Beispielhaft seien genannt ORI (origin 
of DNA replication) , der pBR322 ori oder der P15A ori 
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(Sambrook et al.: Molecular Cloning. A Laboratory Manual, 
2 nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring 
Harbor, NY, 1989). 

5 d) Elemente, die fur eine Agrobakterium vermittelte Pflanzen- 
trans formation erforderlich sind, wie zum Beispiel die 
rechte oder linke Begrenzung der T-DNA oder die vir-Region. 

Die Einfiihrung einer erf indungsgemaLSen Expressionskassette in 
10 einen Organismus oder Zellen, Geweben, Organe, Teile bzw. Samen 
desselben (bevorzugt in Pflanzen bzw. pflanzliche Zellen, Gewebe, 
Organe, Teile oder Samen) , kann vorteilhaft unter Verwendung von 
Vektoren realisiert werden, in denen die Expressionskassetten 
enthalten sind. Die Expressionskassette kann in den Vektor (zum 
15 Beispiel ein Plasmid) uber eine geeignete Restriktionsschnitt- 
stelle eingefuhrt werden. Das entstandene Plasmid wird zunachst 
in E.coli eingefuhrt. Korrekt trans formierte E.coli werden 
selektioniert, gezuchtet und das rekombinante Plasmid mit dem 
Fachmann gelaufigen Methoden gewonnen. Restriktionsanalyse 
20 und Sequenzierung konnen dazu dienen, den Klonierungsschritt 
zu uberprufen. 

Vektoren konnen beispielhaft Plasmide, Cosmide, Phagen, Viren 
oder auch Agrobacterien sein. In einer vorteilhaf ten Ausftihrungs- 
25 form wird die Einfiihrung der Expressionskassette mittels Plasmid- 
vektoren realisiert. Bevorzugt sind solche Vektoren, die eine 
stabile Integration der Expressionskassette in das Wirtsgenom 
ermoglichen . 

30 Die Herstellung eines transf ormierten Organismus (bzw. einer 
transformierten Zelle oder Gewebes) erfordert, dass die ent- 
sprechende DNA, RNA oder Protein in die entsprechende Wirts- 
zelle eingebracht wird. 

35 Fur diesen Vorgang, der als Transf ormat ion (oder Transduktion 
bzw. Transf ektion) bezeichnet wird, steht eine Vielzahl von 
Methoden zur Verfugung (Keown et al. (1990) Methods in Enzymology 
185:527-537). So kann die DNA oder RNA beispielhaft direkt durch 
Mikroinj ektion oder durch Bombardierung mit DNA-beschichteten 

40 Mikropartikeln eingefuhrt werden. Auch kann die Zelle chemisch, 
zum Beispiel mit Polyethylenglycol, permeabilisiert werden, so 
dass die DNA durch Diffusion in die Zelle gelangen kann. Die DNA 
kann auch durch Protoplastenfusion mit anderen DNA-enthaltenden 
Einheiten wie Minicells, Zellen, Lysosomen oder Liposomen er- 

45 folgen. Elektroporation ist eine weitere geeignete Methode zur 
Einfiihrung von DNA, bei der die Zellen reversibel durch einen 
elektrischen Impuls permeabilisert werden. Entsprechende Ver- 
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fahren sind beschrieben (beispielsweise bei Bilang et al. (1991) 
Gene 100:247-250; Scheid et al. (1991) Mol Gen Genet 228:104-112; 
Guerche et al . (1987) Plant Science 52:111-116; Neuhause et al. 

(1987) Theor Appl Genet 75:30-36; Klein et al. (1987) Nature 
5 327:70-73 ; Howell et al . (1980) Science 208:1265; Horsch 
et al.(1985) Science 227:1229-1231 ; DeBlock et al. (1989) 
Plant Physiology 91:694-701; Methods for Plant Molecular Biology 

(Weissbach and Weissbach, eds.) Academic Press Inc. (1988); and 
Methods in Plant Molecular Biology (Schuler and Zielinski, eds.) 
10 Academic Press Inc. (1989)). 

Bei Pflanzen werden dabei die beschriebenen Methoden zur Trans- 
formation und Regeneration von Pflanzen aus Pf lanzengeweben oder 
Pf lanzenzellen zur transienten oder stabilen Transformation 

15 genutzt . Geeignete Methoden sind vor allem die Protoplasten- 
trans formation durch Polyethylenglykol-induzierte DNA-Auf nahme , 
das biolistische Ver fahren mit der Genkanone, die sogenannte 
"particle bombardment" Methode, die Elektroporation, die 
Inkubation trockener Embryonen in DNA-haltiger L6sung und 

20 die Mikroinjektion. 

Neben diesen "direkten" Transf ormationstechniken kann eine Trans- 
formation auch durch bakterielle Infektion mittels Agrobacterium 
tumefaciens oder Agrobacterium rhizogenes durchgeftihrt werden. 
25 Die Agrobacterium-vermittelte Transformation ist am besten fur 
dicotyledone Pf lanzenzellen geeignet. Die Verfahren sind bei- 
spielsweise beschrieben bei Horsch RB et al . (1985) Science 225: 
1229f ) . 

30 Werden Agrobacterien verwendet, so ist die Expressionskassette 
in spezielle Plasmide zu integrieren, entweder in einen Zwischen- 
vektor (englisch: shuttle or intermediate vector) oder einen 
binaren Vektor. Wird ein Ti oder Ri Plasmid zur Transformation 
verwendet werden soil, ist zumindest die rechte Begrenzung, 

35 meistens jedoch die rechte und die linke Begrenzung der Ti oder 
Ri Plasmid T-DNA als flankierende Region mit der einzufuhrenden 
Expressionskassette verbunden. 

Bevorzugt werden binare Vektoren verwendet. Binare Vektoren 
40 konnen sowohl in E.coli als auch in Agrobacterium replizieren. 
Sie enthalten in der Regel ein Selektionsmarkergen zur Selektion 
transf ormierter pflanzlicher Organismen (s.o.) und einen Linker 
oder Polylinker f lankiert von der rechten und linken T-DNA 
Begrenzungssequenz . Sie konnen direkt in Agrobacterium 
45 transf ormiert werden (Holsters et al . (1978) Mol Gen Genet 
163:181-187) . AuSerhalb der T-DNA Region konnen Elemente wie 
ein Selektionsmarkergen zur Selektion transf ormierter Agro- 
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bakteria oder E.coli (z.B. nptlll) umfasst sein. Das in diesem 
Fall als Wirtsorganismus fungierende Agrobacterium sollte bereits 
ein Plasmid mit der vir-Region enthalten. Diese ist fur die Uber- 
tragung der T-DNA auf die pflanzliche Zelle erf order lich. Ein 
5 so transf ormiertes Agrobacterium kann zur Transformation pflanz- 
licher Zellen verwendet werden. Die Verwendung von T-DNA zur 
Transformation pflanzlicher Zellen ist intensiv untersucht und 
beschrieben (EP 120 516; Hoekema, In: The Binary Plant Vector 
System, Of f setdrukkeri j Ranters B.V., Alblasserdam, Chapter V; 
10 An et al. (1985) EMBO J 4:277-287). Verschiedene binare Vektoren 
sind bekannt und teilweise kommerziell erhSltlich wie zum Bei- 
spiel pBI101.2 oder pBIN19 (Clontech Laboratories, Inc. USA). 

Weitere zur Expression in Pflanzen geeignet Promotoren sind 
15 beschrieben (Rogers et al. (1987) Meth in Enzymol 153:253-277; 
. Scbardl et al. (1987) Gene 61:1-11; Berger et al . (1989) Proc 
Natl Acad Sci USA 86:8402-8406). 

Direkte Trans format ions techniken eignen sich fur jeden Organismus 
20 und Zelltyp eignen. 

Im Falle von Injektion oder Elektroporation von DNA bzw. 
RNA in pflanzliche Zellen sind keine besonderen Anf orderungen 
an das verwendete Plasmid gestellt. Einfache Plasmide wie die 
25 der pUC-Reihe konnen verwendet werden. Sollen vollstandige 

Pflanzen aus den trans formiert en Zellen regeneriert werden, so 
ist er erf orderlich, das sich auf dem Plasmid ein zusatzliches 
selektionierbares Markergen bef indet . 

30 Stabil transf ormierte Zellen d.h. solche, die die eingefiihrte 
DNA integriert in die DNA der Wirtszelle enthalten, konnen von 
untransf ormierten selektioniert werden, wenn ein selektionier- 
barer Marker Bestandteil der eingefuhrten DNA ist. Als Marker 
kann beispielhaft jedes Gen fungieren, dass eine Resistenz 

35 gegen ein Biozid (zum Beispiel ein Antibiotikum, Herbizid 

oder ein Metabolismusinhibitor wie 2-Desoxyglucose-6-phosphat 
WO 98/45456) verleiht (s . o . ) . Transf ormierte Zellen, die ein 
solches Markergen exprimieren, sind in der Lage, in der Gegen- 
wart von Konzentrationen eines entsprechenden Antibiotikums oder 

40 Herbizides zu iiberleben, die einen untransf ormierten Wildtyp ab- 
toten. Beispiel sind oben genannt und umfassen bevorzugt das bar 
Gen, dass Resistenz gegen das Herbizid Phosphinotricin verleiht 
(Rathore KS et al . (1993) Plant Mol Biol 21 (5) : 871-884) , das 
nptll Gen, dass Resistenz gegen Kanamycin verleiht, das hpt Gen, 

45 das Resistenz gegen Hygromycin verleiht, oder das EPSP-Gen, das 
Resistenz gegen das Herbizid Glyphosat verleiht. Der Selektions- 
marker erlaubt die Selektion von transf ormierten Zellen von 
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untransformierten (McCormick et al. (1986) Plant Cell Reports 
5:81-84). Die erhaltenen Pflanzen kdnnen in tiblicher Weise ge- 
ziichtet und gekreuzt werden. Zwei oder mehr Generationen soil ten 
kultiviert werden, um sicherzustellen, dass die genomische Inte- 
5 gration stabil und vererblich ist. 

Die oben genannten Verfahren sind beispielsweise beschrieben in 
Jenes B et al.(1993) Techniques for Gene Transfer, in: Transgenic 
Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, herausgegeben von 

10 SD Kung und R Wu, Academic Press, S. 128-143 sowie in Potrykus 
(1991) Annu Rev Plant Physiol Plant Molec Biol 42:205-225) . Vor- 
zugsweise wird das zu exprimierende Konstrukt in einen Vektor 
kloniert, der geeignet ist, Agrobacterium tumefaciens zu trans- 
formieren, beispielsweise pBinl9 (Bevan et al. (1984) Nucl Acids 

15 Res 12:8711f ) . 

Sobald eine transf ormierte Pf lanzenzelle hergestellt wurde, kann 
eine vollstandige Pflanze unter Verwendung von dem Fachmann be- 
kannten Verfahren erhalten werden. Hierbei geht man beispielhaft 
20 von Kalluskulturen aus. Aus diesen noch undif f erenzierten Zell- 
massen kann die Bildung von Spross und Wurzel in bekannter Weise 
induziert werden. Die erhaltenen Sprosslinge konnen ausgepflanzt 
und gezuchtet werden. 

25 Dem Fachmann sind such Verfahren bekannt, um aus Pf lanzenzellen, 
Pf lanzenteile und ganze Pflanzen zu regenerieren. Beispielsweise 
werden hierzu Verfahren beschrieben von Fennell et al. (1992) 
Plant Cell Rep. 11: 567-570; Stoeger et al (1995) Plant Cell 
Rep. 14:273-278; Jahne et al. (1994) Theor Appl Genet 89:525-533 

30 verwendet. 

Das erfindungsgemafce Verfahren kann vorteilhaft mit weiteren Ver- 
fahren die eine Pathogenresistenz (beispielsweise gegen Insekten, 
Pilze, Bakterien, Nematoden etc.), Stressresistenz oder eine 
35 andere Verbesserung der pflanzlichen Eigenschaf ten bewirken 
kombiniert werden. Beispiele sind u.a. genannt bei Dunwell JM, 
Transgenic approaches to crop improvement, J Exp Bot. 2000; 51 
Spec No; Seite 487-96. 

40 "Transgen" meint bezuglich zum Beispiel einer Nukleinsaure- 

sequenz, einer Expressionskassette oder einem Vektor enthaltend 
besagte Nukleinsauresequenz oder einem Organismus transf ormiert 
mit besagter Nukleinsauresequenz, Expressionskassette oder 
Vektor alle solche durch gentechnische Methoden zustandegekommene 

45 Konstruktionen, in denen sich entweder 
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a) die NADPH-Oxidase Nukleinsauresequenz, Oder 

b) eine mit der NADPH-Oxidase Nukleinsauresequenz funktionell 
verknupfte genetische Kontrollsequenz, zum Beispiel ein 



c) (a) und (b) 

sich nicht in ihrer naturlichen, genetischen Umgebung befinden 

10 oder durch gentechnische Methoden modifiziert wurden, wobei 
die Modifikation beispielhaft eine Subs ti tut ionen, Additionen, 
Deletionen, Inversion oder Insertionen eines oder mehrerer 
Nukleotidreste sein kann. Naturliche genetische Umgebung meint 
den naturlichen chromosomalen Locus in dem Herkunf tsorganismus 

15 oder das Vorliegen in einer genomischen Bibliothek. Im Fall einer 
genomischen Bibliothek ist die naturliche, genetische Umgebung 
der Nukleinsauresequenz bevorzugt zumindest noch teilweise 
^erhalten. Die Umgebung flankiert die Nukleinsauresequenz zu- 
mindest an einer Seite und hat eine Sequenzlange von mindestens 

20 50 bp, bevorzugt mindestens 500 bp, besonders bevorzugt min- 
destens 1000 bp, ganz besonders bevorzugt mindestens 5000 bp. 
Eine naturlich vorkommende Expressionskassette - beispielsweise 
die naturlich vorkommende Kombination des NADPH-Oxidase-Promotors 
mit dem entsprechenden NADPH-Oxidase-Gen - wird zu einer trans - 

25 genen Expressionskassette, wenn diese durch nicht -naturliche, 
synthetische ( "kiinstliche'' ) Verfahren wie beispielsweise einer 
Mutagenisierung geandert wird. Entsprechende Verfahren sind 
beschrieben (US 5,565,350; WO 00/15815; siehe auch oben) . 

30 Ein anderer Gegenstand der Erf indung betrifft transgene 

Organismen, trans formiert mit wenigstens einer erf indungsgema£en 
Nukleinsauresequenzen, Expressionskassette oder einem erfindungs- 
gemaSen Vektor, sowie Zellen, Zellkulturen, Gewebe, Telle - wie 
zum Beispiel bei pflanzlichen Organismen Blatter, Wurzeln usw.- 

35 oder Vermehrungsgut abgeleitet von solchen Organismen. Organismus 
ist breit zu verstehen und meint prokaryotische und eukaryotische 
Organismen, bevorzugt Bakterien, Hefen, Pilze, tierische und 
pflanzliche Organismen. 

40 Bevorzugt sind 

a) Pilze, wie Aspergillus, Eremothecium, Trichoderma, Ashbya, 
Neurospora, Fusarium, Beauveria oder weitere in Indian Chem 
Eng. Section B. Vol 37, No 1,2 (1995) auf Seite 15, Tabelle 6 
45 beschriebene Pilze. Besonders bevorzugt ist der filamentose 



5 



Promotor, oder 



Hemiascomycet Ashbya gossypii oder Eremothecium ashbyii. 



WO 2004/009820 ^^CTYEP2003/007589 

b) Hefen wie Candida, Saccharomyces, Hansenula oder Fichia, 

besonders bevorzugt sind Sac char omyces cerevisiae oder Pichia 
pastoris (ATCC Accession No. 201178), 



5 c) Pflanzen gemaE der obengenannten Definition fur "Pflanzen" 

d) Vertebraten und Invertebraten. Besonders bevorzugte Verte- 
braten sind nicht-humane Sauger wie in Hund, Katze, Schaf , 
Ziege, Huhn, Maus, Ratte, Rind oder Pferd. Bevorzugte 
10 tierische Zellen umfassen CHO, COS, HEK293 Zellen. Bevorzugte 

Invertebraten umfassen Insektenzellen wie Drosophila S2 und 
Spodoptera Sf9 oder Sf21 Zellen, 



e) prokaryontische Organismen wie gram-positive oder gram- 
15 negative Bakterien wie Acetobacter, Gluconobacter , Coryne- 

bacterium, Brevibacterium, Bacillus, Clostridium, Cyano- 
bacter, Escherichia (vor allem Escherichia coli), Serratia, 
Staphylococcus, Aerobacter, Alcaligenes, Penicillium oder 
Klebsiella genannt. 

20 

Als transgene Organismen bevorzugte Wirts- oder Ausgangs- 
organismen sind vor allem Pflanzen gemaE der oben genannten 
Definition. Eingeschlossen sind im Rahmen der Erfindung alle 
Gattungen und Art en hoherer und niedrigerer Pflanzen des 

25 Pf lanzenreiches . Eingeschlossen sind ferner die reifen Pflanzen, 
Saatgut, Sprossen und Keimlinge, sowie davon abgeleitete Teile, 
Vermehrungsgut und Kulturen, zum Beispiel Zellkulturen. Reife 
Pflanzen meint Pflanzen zu jedem beliebigen Entwicklungsstadium 
jenseits des Keimlings. Keimling meint eine junge, unreife 

30 Pflanze in einem frtihen Entwicklungs stadium. Insbesondere als 
Wirtsorganismen bevorzugte Pflanzen sind Pflanzen, auf die der 
erf indungsgemaEe Verfahren zum Erzielen einer Pathogenresistenz 
gemaE oben genannten Kriterien angewendet werden kann. Ganz 
besonders bevorzugt sind monokotyle Pflanzen wie Weizen, 

35 Hafer, Hirse, Gerste, Roggen, Mais, Reis, Buchweizen, Sorghum, 
Triticale, Dinkel, Leinsamen, Zuckerrohr, als diktoyledone 
Kulturpf lanzen wie Raps, Canola, Kresse, Arabidopsis, Kohl- 
arten, Soja, Alfalfa, Erbse, Bohnengewachsen, Erdnuss, Kartoffel, 
Tabak, Tomate, Aubergine, Paprika, Sonnenblume, Tagetes, Salat, 

40 Calendula, Melone, Kiirbis oder Zucchini. 

Die Herstellung der transgenen Organismen kann mit den oben 
beschriebenen Verfahren zur Transformation oder Transfektion 
von Organismen realisiert werden. 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft die Verwendung der 
erf indungsgemaSen, transgenen Organismen und der von ihnen abge- 
leitete Zellen, Zellkulturen, Teile - wie zum Beispiel bei trans- 
genen pflanzlichen Organismen Wurzeln, Blatter etc.-, und trans- 
5 genes Vermehrungsgut wie Saaten oder Friichte, zur Herstellung von 
Nahrungs- oder Futtermitteln, Pharmazeutika oder Feinchemikalien. 

Bevorzugt ist ferner ein Verfahren zur rekombinanten Herstellung 
von Pharmazeutika oder Feinchemikalien in Wirtsorganismen wobei 

10 ein Wirtsorganismus mit einer der oben beschriebenen Expressions- 
kassetten transf ormiert wird und diese Expressionskassette ein 
oder mehrere Strukturgene enth&lt, die fur die gewunschte Fein- 
chemikalie kodieren oder die Biosynthese der gewiinschten Fein- 
chemikalie katalysieren, der transf ormierte Wirtsorganismus ge- 

15 ziichtet wird und die gewunschte Feinchemikalie aus dem Ziichtungs- 
medium isoliert wird. Dieses Verfahren ist fur Feinchemikalien 
wie Enzyme, Vitamine, Aminosauren, Zucker, Fetts&uren, naturliche 
und synthetische Geschmacks-, Aroma- und Farbstoffe breit anwend- 
bar. Besonders bevorzugt ist die Produktion von Tocopherolen und 

20 Tocotrienolen sowie Carotinoiden. Die Zuchtung der transf ormier- 
ten Wirtsorganismen sowie die Isolierung aus den Wirtsorganismen 
bzw. aus dem Zuchtungsmedium erfolgt mit dem Fachmann bekannten 
Verfahren. Die Produktion von Pharmazeutika, wie zum Beispiel 
Antikorpern oder Vakkzinen ist beschrieben bei Hood EE, Jilka JM 

25 (1999) Curr Opin Biotechnol 10(4):382-6; Ma JK, Vine ND (1999) 
Curr Top Microbiol Immunol 236:275-92. 

Sequenzen 

30 1. SEQ ID NO: 1 Nukleinsauresequenz kodierend fur eine 



NADPH-Oxidase aus Gerste (Hordeum vulgare) . 



2. 



SEQ ID NO: 2 Aminos auresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus Gerste (Hordeum vulgare) . 



35 



3. 



SEQ ID NO: 3 



Nukleinsauresequenz kodierend fiir eine 
NADPH-Oxidase aus Reis 
(Oryza sativa var. japonica) 



40 4. 



SEQ ID NO: 4 Aminosauresequenz kodierend fiir eine 
NADPH-Oxidase aus Reis 
(Oryza sativa var. japonica) 



5. SEQ ID NO: 

45 



5 



Nukleinsauresequenz kodierend fiir eine 
NADPH-Oxidase aus Nicotiana tabacum 
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6. SEQ ID NO: 6 Aminosauresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus Nicotiana tabacum 

7. SEQ ID NO: 7 Nukleinsauresequenz kodierend fur eine 
5 NADPH-Oxidase aus Kartoffel 

(Solanum tuberosum) 

8 . SEQ ID NO : 8 Aminosauresequenz kodierend f ilr eine 

NADPH-Oxidase aus Kartoffel 
10 (Solanum tuberosum) 

9. SEQ ID NO: 9 Nukleinsauresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus Tomate 
(Lycopersicon esculentum) 

15 

10. SEQ ID NO: 10 Aminosauresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus NADPH-Oxidase aus Tomate 
(Lycopersicon esculentum) 

20 11. SEQ ID NO: 11 Nukleinsauresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus Arabidopsis thaliana (RbohF) 

12. SEQ ID NO: 12 Aminosauresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus NADPH-Oxidase Arabidopsis 
25 thaliana (RbohF) 

13. SEQ ID NO: 13 Nukleinsauresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus Arabidopsis thaliana (RbohD) 

30 14. SEQ ID NO: 14 Aminosauresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus' NADPH-Oxidase Arabidopsis 
thaliana (RbohD) 

15. SEQ ID NO: 15 Nukleinsauresequenz kodierend fur eine 

35 NADPH-Oxidase aus Nicotiana tabacum (rboh) 

16. SEQ ID NO: 16 Aminosauresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus Nicotiana tabacum (rboh) 

40 17. SEQ ID NO: 17 Nukleinsauresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus Reis 
(Oryza sativa var. japonica) 



18. SEQ ID NO: 18 Aminosauresequenz kodierend fur eine 
45 NADPH-Oxidase aus Reis 

(Oryza sativa var. japonica) 
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19. SEQ ID NO: 19 Nukleinsauresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus Arabidopsis thaliana (RbohC) 

20. SEQ ID NO: 20 Amino s^uresequenz kodierend fur eine 

5 NADPH-Oxidase aus NADPH-Oxidase Arabidopsis 

thaliana (RbohC) 



21. SEQ ID NO: 21 Nukleinsauresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus Arabidopsis thaliana (RbohA) 

10 

22. SEQ ID NO: 22 Amino sauresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus NADPH-Oxidase Arabidopsis 
thaliana (RbohA) 



15 23. SEQ ID NO: 23 Oligonukleotidprimer 5' NAOX 

5 ' -GARCAAGGCTCTTTTGATTG-3 ' 

24. SEQ ID NO: 24 Oligonukleotidprimer 3' Naox 

5 ' — GAAATGCTCCTTATGGAATTC- 3 ' 

20 

Abbildungen 

Fig. 1: n RNA Interference" mit pNAox-d.s'RNA vermindert die 
Penetrationsef f izienz des Echten Gerstenmehltau 
25 BghA6 in Gerste. 

Die relative Penetrationsef f izienz (RPE) wurde in funf 
individuellen Experimenten bei Inokulation mit Bgh aus Gerste cv 
Pallas bestirnmt. Die RPE errechnet sich als Differenz aus der 
30 Penetrationsef f izienz bei pNAox— dsRNA transf ormierten Zellen 

und der Penetrationsef f izienz bei Kontroll-dsRNA transf ormierten 
Zellen (hier: durchschnittliche Penetrationsef f izienz 38,74 %) . 
Die prozentuale RPE (%-RPE) errechnet sich aus der RPE minus 1 
und multipliziert mit 100. 

35 

RPE = TPE bei pNAox-dsRNA transf ormie rten Zellen 1 

[PE bei Kontroll-dsRNA transf ormierten Zellen] 

%-RPE = 100 * (RPE-1) 

40 

Die Saulen "1" bis "5" stellen die %-RPE (d.h. die Abweichung der 
Penetrationsef f izienz vom Durchschnitt der Penetrationsef f izienz 
der Kontrolle) bei Evaluierung von mindesten 100 Interaktions- 
stellen fur jeweils ein unabhangiges Experiment dar. Die Saule 
45 *m" stellt die durchschnittliche %-RPE der Experimente dar. Der 
Fehlerbalken gibt den Standardf ehler an. 
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*Control-dsRNA" stellt die parallelen Experimente mit einer 
Kontroll-dsRNA. "pNAox"-dsRNA stellt die Expermente mit der 
dsRNA der NADPH-Oxidaseaus Gerste dar. 

5 Die %-RPE war in Zellen, die mit pNAox-dsRNA beschossen wurden, 
deutlich {Signifikanz p=0,0054) vermindert im Vergleich zu 
Zellen, die mit einer Kontroll-dsRNA ( TR: humaner Thyroid- 
rezeptor-dsRNA) bombardier t wurden. 

10 Beispiele 

Allgemeine Methoden: 

Die chemische Synthese von Oligonukleotiden kann beispielsweise, 
15 in bekannter Weise, nach der Phosphoamiditmethode (Voet, Voet, 
2. Auflage, Wiley Press New York, Seite 896-897) erfolgen. Die 
im Rahmen der vorliegenden Erfindung durchgefiihrten Klonierungs- 
schritte wie z.B. Restriktionsspaltungen, Agarosegelelektro- 
phorese, Reinigung von DNA-Fragmenten, Transfer von Nukleinsauren 
20 auf Nitrozellulose und Nylonmembranen, Verkniipfen von DNA-Frag- 
menten, Transformation von E. coli Zellen, Anzucht von Bakterien, 
Vermehrung von Phagen und Sequenz analyse rekombinanter DNA 
werden wie bei Sambrook et al. (1989) Cold Spring Harbor 
Laboratory Press; ISBN 0-87969-309-6 beschrieben durchgefuhrt . 
25 Die Seguenzierung rekombinanter DNA -Mo 1 e ku 1 e erfolgt mit einem 
LaserfluoreszenzHDNA-Seqiienzierer der Firma MWG-Licor nach der 
Methode von Sanger (Sanger et al. (1977) Proc Natl Acad Sci 
USA 74:5463-5467) • 

30 Beispiel 1: Pflanzen, Pathogene und Inokulation 

Die Sorte Pallas wurde von Lisa Munk, Department of Plant Patho- 
logy, Royal Veterinary and Agricultural University, Kopenhagen, 
Danemark zur Verfugung gestellt. Ihre Herstellung ist beschrieben, 
35 (K0lster P et al. (1986)Crop Sci 26: 903-907). 

Das 12 bis 36 h im Dunkeln auf feuchtem Filterpapier vorgekeimte 
Saatgut wurde, wenn nicht anders beschrieben, zu je 5 Kornern an 
den Rand eines Vierkanttopfes (8x8 cm) in Fruhstorfer Erde vom 

40 Typ P ausgelegt, mit Erde bedeckt und regelmafiig mit Leitungs- 
wasser gegossen. Alle Pflanzen wurden in Klimaschr&nken oder - 
kammern bei 16 bis 18°C, 50 bis 60 % relativer Luftfeuchte und 
einem 16-stundigen Licht / 8sttindigen Dunkelheitszyklus mit 3000 
bzw. 5000 lux (50 bzw. 60 pmols^m- 2 Photonenf lussdichte) 5 bis 

45 8 Tage lang kultiviert und im Keimlingsstadium in den Versuchen 
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verwendet . Bei Experiment en, in denen Applikationen an Primar- 
blattern durchgefxihrt wurden, waren diese vollstandig entwickelt. 

Vor Durchfiihrung der transienten Trans fektionsexperimente 
5 wurden die Pflanzen in Klimaschranken oder -kammern bei tagsiiber 
24°C, nachts 20°C, 50 bis 60 % relativer Luftfeuchte und einem 
16stiindigen Licht / 8stiindigen Dunkelheitszyklus mit 30000 lux 
kultiviert . 

10 Fur die Inokulation von Gerstenpf lanzen wurde Echte Gerstenmehl- 
tau Blumeria. graminls (DC) Speer. f .sp. hordei Em. Marchal der 
Rasse A6 {Wiberg A (1974) Hereditas 77: 89-148) (BghA6) ver- 
wendet. Dieser wurde vom Institut fur Biometrie, JLU Giefien 
bereitgestellt . Die Nachzucht des Inokulums erfolgte in Klima- 

15 kammera zu den gleichen Bedingungen, wie sie oben fiir die 

Pflanzen beschrieben sind, durch Ubertragung der Konidien von 
befallenem Pf lanzenmaterial auf regelmaSig angezogene, 7 Tage 
alte Gerstenpf lanzen cv. Golden Promise bei einer Dichte von 
100 Konidia/mm 2 . 

20 

Die Inokulation mit BghA6 erfolgte unter Verwendung von 
7 Tagen alten Keimlingen durch Abschutteln der Konidien 
bereits befallener Pflanzen in einem Inokulationsturm mit 
ca. 100 Konidien/mm 2 (soweit nicht anders angegeben) . 

25 

Beispiel 2 : Klonierung der pNAox cDNA Sequenz aus Gerste 

Die zur Isolation der HvpNAox cDNA, ihrer Klonierung, 
Sequenz ierxxng und Herstellung von Sonden benotigten cDNA 

30 Fragmente wurden mittel RT-PCR unter Verwendung des "One Step 
RT-PCR Kit" (Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland oder 
Qiagen, Hilden, Deutschland) erhalten. Dazu wurde Gesamt-RNA aus 
Gerste-Samlingen als Matrize verwendet. Die RNA wurde aus Pallas 
3, 5 und 7 Tage nach Keimung isoliert. Dariiberhinaus wurde RNA 

35 aus Pallas und den rtickgekreuzten Linien mit mlo5 f Mlg oder Mlal2 
1, 2 und 5 Tage nach Inokulation mit BghAS am 7 Tag nach Keimung 
isoliert. Fur die RT-PCR wurden Primer verwendet, die von konser- 
vierten Regionen der gp91phox Homologen aus Reis und Arabidopsis 
thaliana abgeleitet sind (GenBank Acc.-No. : X93301 bzw. 

40 AB008111) : 

5' NAOX: 5 ' — GARCAAGGCTCTTTTGATTG-3 ' (SEQ ID NO: 23) und 



3' Naox: 5' GAAATGCTCCTTATGGAATTC 3' (SEQ ID NO: 24) 

45 
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Fur die Reaktion (25 ^IL-Ansatz) wurden je 1000 ng Gesamt-RNA, 
0,4 mM dNTPs, je 0,6 mM OPN-1 und OPN-2 Primer, 10 Jll RNase- 
Inhibitor und 1 [ll Enzyinmix in lx RT-Puffer (one step RT-PCR Kit, 
Qiagen, Hilden) eingesetzt. 

5 

Folgendes Tempera turprograinm wird verwendet (PTC-100TM Modell 
96V; MJ Research, Inc., Watertown, Massachussetts) : 

1 Zyklus mit 30 min bei 50°C 

10 1 Zyklus mit 150 sec bei 94°C 

30 Zyklen mit 94°C ftir 45 sec, 55°C fur 1 min 



15 Die PGR Produkt wurde mittels 2% w/v Agarosegelelektrophorese 
aufgetrennt. Es wurde ein RT-PCR Produkt von 378 bp erhalten 
(SEQ ID NO: 1), das ein teil des offenen Leseraster der NADPH- 
Oxidase aus Gerste kodiert. Die entsprechende cDNA wurde aus 
einem Agarosegel isoliert und in den pGEM-T-Vektor (Promega, 

20 Mannheim, Deutschland) mittels T-Uberhang-Ligation kloniert. Die 
cDNAs wurden ausgehend von der Plasmid-DNA unter Verwendung des 
"Thermo Sequenase Fluorescent Labeled Primer Cycle Sequencing 
Kit" (Amersham, Freiburg, Deutschland) sequenziert. Das Konstrukt 
wurde mit pGEM-T-pNAox bezeichnet. 

25 

Beispiel 3 : In vitro Synthese der pNAox dsRNA 

Das Plasmid pGEM-T-pNAox , das fur die in vitro RNA-Transkription 
eingesetzt wurde, beinhaltet den T7 und SP6 Promotor an den 

30 jeweiligen Enden der insertierten Nukleinsauresequenz, was die 
Synthese von sense- bzw. antisense RNA ermoglicht. Das Plasmide 
kann mit geeigneten Restriktionsenzymen (Apal ftir SP6- und 
PstI ftir T7-Polymerase) linearisiert werden, urn eine korrekte 
Transkription der insertierten Nukleinsauresequenz zu gewahr- 

35 leisten und ein Durchlesen in vektorielle Sequenzen zu 

verhindern. Dazu wurden 10 fig pGEM-T-pNAox Plasmid-DNA jeweils 
mit Apal ftir SP6- und PstI ftir T7-Polymerase geschnitten. Die 
geschnittenen Plasmide werden in 200 fll Wasser mit gleichem 
Volinrien Phenol /Chloroform/ Isoamylalkohol extrahiert, in ein 

40 neues Eppendorf reaktionsgef afc (RNAse frei) transferiert und 

5 min bei 20000 g zentrifugiert . 180 |il der Plasmid-Losung wurden 
mit 420 \ll Ethanol versetzt, auf Eis gestellt xond anschliefcend 
durch Zentrifugation fur 30 min bei 20000 g und - 4°C prazipi- 
tiert. Das Prazipitat wurde in 10 |ll TE Puffer aufgenommen. 

45 Die jeweiligen Praparationen wurden direkt in eine in vitro 
Transkription mit T7-RNA-Polymerase bzw. SP6 -RNA- Polymerase 



1 



und 72°C fur 2 min 
Zyklus mit 72°C fur 7 min 
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eingesetzt. RNA Polymerasen wurden von Roche Molecular Biology, 
Mannheim/ Deutschland bezogen. 

Jeder Transkriptionsansatz beinhaltete in einem Volumen of 40 jxl: 

5 

2 jil linearisierte Plasmid DNA (1 Jig) 
2 111 NTP's (25 mM) (1,25 mMvon jedem NTP) 
4 jil lOxReaktionspuf f er (Roche Molecular Biology) , 
1 \il RNAsin RNAsin (27 Units; Roche Molecular Biology), 
10 2 |i.l RNA Polymerase (40 Units) 
29 |LLl DEPC-Wasser 

Nach einer Inkubation von 2 h bei 37°C wurde jeweils ein Teil der 
Reaktionsansatze aus der Transkription des u sense"- bzw. "anti- 

15 sense "-Stranges gemischt, fiir 5 min bei 95°C denaturiert und 

anschlieSend durch Abkuhlung uber 3 0 min auf eine Endtemperatur 
von 37°C miteinander hybridisiert ("annealing"). Alternativ kann 
nach der Denaturierung das Gemisch aus sense- und antisense- 
STrang auch fur 30 min bei -20°C gektihlt werden. Das Protein - 

20 prazipitat, das sich wahrend Denaturierung und Hybridisierung 
bildet wurde durch kurze Zentrifugation bei 20800 g abgetrennt 
und der Uberstand direkt zur Beschichtung von Wolframpartikeln 
verwendet (s. unten) . Zur Analyse wurden jeweils 1 jLLl jeden RNA- 
Stranges und der dsRNA auf einem nicht-denaturierenden Agarosegel 

25 auf getrennt . Eine erfolgreiche Hybridisierung zeigte sich, durch 
eine Bandenverschiebung zu hdherem Molekulargewicht im Vergleich 
zu den Einzelstrangen. 

4 (Lll der dsRNA wurden Ethanol-prazipitiert (durch Zugabe von 6 }Xl 
30 Wasser, 1 \il 3M Natriumacetat-Losung und 25 \il Ethanol, sowie 
Zenrifugation fur mindestens 5 min bei 20000 g und 4°C) und in 
500 ill Wasser resuspendiert . Das Absorbtionsspektrum zwischen 
230 und 300 ran wurde gemessen, bzw. die Absorption bei 280 und 
260 nm bestimmt, um die Reinheit und die Konzentration der dsRNA 
35 zu bestimmen. In der Regel wurden 80 bis 100 |Lig dsRNA mit einem 
OD260/OD280 -Verhaltnis von 1,80 bis 1,95 erhalten. Ein Verdau mit 
DNase I kann optional durchgef iihrt werden, beeinflusst jedoch 
nachfolgende Ergebnisse nicht wesentlich. 

40 Als Kontroll-dsRNA fungierte die dsRNA des humanen Thyroi- 
drezeptors (Ausgangsvektor pT7betaSal (Norman C et al. (1988) 
Cell 55 (6) : 989-1003) zur Verfugung gestellt von Dr. Baniahmad, 
Institut ftir Genetik, GieSen, Deutschland; die Sequenz des Insert 
ist beschrieben unter der GenBank Acc.-No.: NM_000461) . Fur die 

45 Herstellung der sense-RNA wurde das Plasmid mit PvuII, fiir die 
ants ens e-RNA mit Hindlll verdaut und die RNA dann mit T7- bzw. 
SP6 FNA-Polymerase transkribiert . Die einzelnen Verfahrens- 
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schritte zur Herstellung der Kontroll-dsRNA werden analog den 
oben far die pNAox-dsRNA beschriebenen durchgef uhrt . 

Beispiel 4: Transiente Transformation, RNAi und Evaluation 
5 der Pilzpathogenentwicklung 

Gerste cv Pallas Blattsegmente wurden mit einer pNAox-dsRNA 
zusammen mit einem GFP-Expressionsvektor transf ormiert . 
AnschlieJSend wurden die Blatter mit Bgh inokuliert und das 

10 Ergebnis nach 48 h mittels Licht- und Fluoreszenzraikroskopie 
analysiert. Die Penetration in GFP-exprimierenden Zellen wurde 
mittels Detektion von Haustorien in lebenden Zellen und durch 
Bewertung der Pilzentwicklung in eben diesen Zellen beurteilt. 
In alien ftinf Experimenten fiihrte die Bombardierung von Gerste cv 

15 Pallas mit pNAox-dsRNA zu einer verminderten Anzahl von erfolg- 
reich durch Bgh penetrierten Zellen im Vergleich zu Zellen die 
mit einer fremden Kontroll-dsRNA (humaner Thyroidhormonrezeptor 
dsRNA, TR) bombardiert wurden. Der resistenzinduzierende Effekt 
der pjMAox-dsKNA bedingte eine durchschnittliche Verminderung der 

20 Penetrationsef f izienz durch Bgh urn 35 % (Fig. 4) . 

Es wurde ein Verfahren zur transienten Transformation eingesetzt 
das bereits fur die biolistische Einfuhrung von dsRNA in epi- 
dermale Zellen von Gerstenblattern beschrieben wurde (Schweizer 

25 P et al. (1999) Mol Plant Microbe Interact 12:647-54; Schweizer 
P et al. (2000) Plant J 2000 24: 895-903). Wolframpartikel mit 
einem Durchmesser von 1,1 pm (Partikeldichte 25 mg/ml) wurden 
mit dsRNA (Herstellung siehe oben) zusammen mit Plasmid-DNA des 
Vektors pGFP (GFP unter Kontrolle des CaMV 3 5S Promotors) 

30 als Trans f ormationsmarker beschichtet. Dazu wurden pro Schuss 
die nachf olgender Mengen an dsRNA bzw. Report erplasmid zur 
Beschichtung verwendet: 1 Jilg pGFP und 2 pg dsRNA. Dopplestrangige 
RNA wurde mittels Verschmelzens von "sense" und W antisense"-RNA 
in vitro synthetisiert (s.o.). 

35 

Fur Microcarrier-Praparation wurden 55 mg Wolframpartikel (M 17, 
Durchmesser 1,1 Jim; Bio-Rad, Munchen) zweimal mit 1 ml auto- 
klaviertem Destilliertem Wasser und einmal mit 1 mL absolutem 
Ethanol gewaschen, getrocknet und in 1 ml 50 %igem Glycerin auf- 

40 genommen (ca. 50 mg/ml Stammlosung) . Die Losung wurde mit 50 %igem 
Glycerin auf 25 mg/ml verdunnt, vor Gebrauch gut gemischt und im 
Ultraschallbad suspendiert. Zur Microcarrier-Beschichtung wurden 
pro Schuss 1 Jig Plasmid, 2 Jig dsRNA (1 ^IL) , 12,5 JXl Wolfram- 
partikel-Suspension (25 mg/ml), 12,5 fll 1 M Ca(N03) 2-Losung 

45 (pH 10) tropfenweise unter standigem Mischen zusammengegeben, 
10 min bei RT stehengelassen, kurz zentrifugiert und 20 fil vom 
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Uberstand abgenommen. Der Rest mit den Wolf rampartikel wird 
resuspendiert (Ultraschallbad) und ins Experiment eingesetzt. 

Es wurden ca. 4 cm lange Segmente yon Gerstenprimarbiattern 
5 verwendet. Die Gewebe wurden auf 0,5 % Phytagar (GibcoBKL™ Life 
Technologies™ , Karlsruhe) mit 20 ^ig/ml Benzimidazol in Petri- 
schalen (6,5 cm Durchmesser) gelegt und direkt vor dem Partikel- 
beschuss an den Randern mit einer Schablone mit einer recht- 
eckigen Aussparung von 2,2 cm x 2,3 cm abgedeckt. Die Schalen 

10 wurden nacheinander auf den Boden der Vakuumkammer (Schweizer 
P et al. (1999) Mol Plant Microbe Interact 12:647-54) gestellt, 
uber dem ein Nylonnetz (Maschenweite 0,2 mm 7 Millipore, Eschborn) 
als Diffusor auf einer Lochplatte eingeschoben war (5 cm tiber dem 
Boden, 11 cm unterhalb des Macrocarriers , s.u.), um Partikel- 

15 klumpen zu zerstreuen und den Partikelstrom abzubremsen. Der oben 
an der Kammer angebrachte Macrocarrier (Plastik-Sterilf ilter- 
halter, 13 mm, Gelman Sciences, Swinney, UK) wurde je Schuss mit 
5,8 (XL DNA-beschichteten Wolf rampart ikeln (Microcarrier , s.u.) 
beladen. Mit einer Membranvakuumpumpe (Vacuubrand, Wertheim) 

20 wurde der Druck um 0,9 bar in der Kammer reduziert und die 
Wolf rampart ikel mit 9 bar Heliumgasdruck auf die Oberflache 
des Pflanzengewebes geschossen. Sofort danach wurde die Kammer 
beliiftet. Zur Markierung trans formierter Zellen wurden die 
Blatter mit dem Plasmid (pGFP; Vektor auf pUC18-Basis, CaMV 35S- 

25 Promoter/Terminator-Kassette mit insertiertem GFP-Gen ; Schweizer 
P et al. (1999) Mol Plant Microbe Interact 12:647-54; zur Ver- 
fugung gestellt von Dr. P. Schweizer Schweizer P, Institut 
fur Pflanzengenetik IPK, Gatersleben, Deutschland) beschossen. 
Vor dem Schiefien eines anderen Plasmids wurde der Macrocarrier 

30 jeweils grundlich mit Wasser gereinigt. Nach vierstundiger 

Inkubation nach dem Beschuss bei leicht geoffneten Petrischalen, 
RT und Tageslicht wurden die Blatter mit 100 Konidien/mm 2 des 
Echten Gerstenmehltaupilzes (Rasse A6) inokuliert und fur weitere 
40 bis 48 h unter gleichen Bedingungen inkubiert. 



Verwendung einer w particle inflow gun" bombardiert . Pro Schuss 
wurden 312 |Lig Wolf rampartikel appliziert. 4 h nach der Bombar- 
dierung wurde Inokulation mit Blumeria graminls f.sp. hordei 

40 Mehltau (Rasse A6) inokuliert tind nach weiteren 40 h bezuglich 
der Infektionsanzeichen ausgewertet. Das Ergebnis (z.B. die 
Penetrationsef f izienz, definiert als prozentualer Anteil 
angegrif f ener Zellen, die ein reifes Haustorium und eine 
Sekundarhyphae ("secondary elongating hyphae" ) wurde mittels 

45 Fluoreszens- und Lichtmikroskopie analysiert. Eine Inokulation 
mit 100 Conidia/mm 2 ergibt eine Angrif f sfrequenz von ca. 50 % der 
transf ormierten Zellen. Fur jedes einzelne Experiment wurde eine 



35 



Blattsegmente wurden mit den beschichteten Partikeln unter 
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minimale Anzahl von 100 Interaktionsstellen ausgewertet. Trans- 
formierte (GFP exprimierende) Zellen wurden unter Anregung mit 
blauem Licht identif iziert . Drei verschiedene Katagorien von 
trans formier ten Zellen konnten unterschieden werden: 

5 

1. Penetrierte Zellen, die ein leicht erkennbares Haustorium 
beinhalten. Eine Zelle mit mehr als einem Haustorium wurde 
als eine Zelle gewertet. 

10 2. Zellen, die durch ein Pilz-Appressorium zwar ange&riffen 
wurden, aber kein Haustorium beinhalten. Eine Zelle die 
mehrfach von Bgh angegriffen wurden, aber kein Haustorium 
enthalt, wurde als eine Zelle gewertet. 



15 3. Zellen die nicht durch Bgh angegriffen sind. 

Stomatazellen und Stomatanebenzellen wurden von der Bewertung 
ausgeschlossen. Oberf lachenstrukturen von Bgh wurden mittels 
Lichtmikroskopie oder Fluoreszenzf arbung des Pilzes mit 0,1 % 

20 Calcofluor (w/v in Wasser) fur 30 sec analysiert. Die Ent- 
wicklung des Pilzes kann leicht durch Fluoreszenzmikroskopie 
nach Anf arbung mit Calcofluor evaluiert werden. In pNAox-dsRNA 
trans formier ten Zellen entwickelt der Pilz zwar ein primares 
und ein appressoriales Keimschlauch { " Germ-Tube " ) aber kein 

25 Haustorium. Haustoriumausbildung ist eine Vorbedingung fur die 
Bildung einer Sekxindarhyphae . 

Die relative Penetrationsef f izien (RPE) errechnet sich als 
Dif ferenz aus der Penetrationsef f izien bei trans formier ten 
30 Zellen (Transformation mit pNAox- oder Kontroll-dsRNA) und der 
Penetrationsef fizienz bei untransformierten Zellen (hier: durch- 
schnittliche Penetrationsef fizienz 38,74 %) . Die prozentuale RPE 
(%-RPE) errechnet sich aus der RPE minus 1 und multipliziert 
mit 100. 

35 

RPE = fPE bei o NAo x-dsRNA trans f ormierten Zellenl 

[PE bei Kontroll-dsRNA trans f ormierten Zellen] 

%-RPE = 100 * (RPE-1) 

40 

Der %-RPE-Wert (Abweichung von der durchschnittlichen Pene- 
trationsef fizienz der Kontrolle) dient der Bestimmung des 
Suszeptibilit^t von Zellen, die mit pNAox— dsRNA transfiziert 
sind (Fig. 4) . 
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Bei der Kontroll-dsRNA warde bei fxinf unabhangigen Versuchen kein 
Unterschied zwischen der Transf ektion mit der Kontroll dsRNA und 
Wasser beziiglich der Penetrationsef f izienz von Bgh beobachtet. 

5 Urn einen Einfluss auf der dsRNA auf die Transf ormationsr ate oder 
Uberlebensrate der angegrif fenen Zellen auszuschlieSen, wurde 
die Anzahl der GFP-exprimierenden Zellen zwischen Kontroll- 
und pNAox-ds RNA Experiment en verglichen. Die pNAox-dsBNA hatten 
keinen Einfluss auf die Gesamtanzahl- oder die Anzahl der ange- 
10 grif fenen GFP-exprimierenden Zellen. 

Beispiel 5: Inhibition der NADPH-Oxidase mit Diphenyleniodonium- 
chlorid 

15 Untermauert werden die Ergebnisse durch weitere Experimente 

mit dem NADPH-Oxidase Inhibitor Diphenyleniodoniumchlorid (DPI; 
Tabelle 1) . Im allgemeinen wurden die Experimente durchgefuhrt 
wie von Htickelhoven und Kogel, 1998. 

20 Tab. Is Wirkung von DPI auf die Pathogenabwehr in Pallas a 



Art der Interaktion 



Int er akt i onen 
Kontrolle b 



(% ± Standardf ehler) 



200 jUM DPI C 



25 



Penetration 
Nicht-Penetration 
HR (Hypersensitive 

Reaktion) 



68.25 ± 9.9 
24.25 ± 6.3 
7.5 ± 3.7 



16.25 ± 0.5 
67.5 ± 9.5 
16.25 ± 9.3 



30 

a DPI-Behandlung erfolgte 12 h nach Pathogen- Inokkulat ion, 
die Auswertung 36 h nach Inokkulation. 

b Kontrolle mit 10 mM Kaliumphoshatpuf f er , pH 7,8, mit DMSO 
35 Gehalt wie bei DPI Behandlung. 

c DPI gelost in 10 mM Kaliumphoshatpuf fer, pH 7,8, ausgehend 
von einer 10 mg/ml DPI Stammlosung in DMSO. 

40 



45 
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Patentanspriiche 



1. 

5 
10 

15 2. 

20 

25 

3. 

30 

4. 

35 
40 



Verfahren zum Erzielen oder Erhohen der Resistenz gegen 
mindestens ein Pathogen in Pflanzen, dadurch gekennzeichnet , 
dass nachf olgende Arbeitsschritte umfasst sind 

a) Verminderung der Proteinmenge, Aktivitat oder Funktion 
einer NADPH-Oxidase in einer Pflanze oder einem Gewebe, 
Organ, Teil oder Zelle derselben und 

b) Auswahl der Pflanzen, bei denen - im Unterschied oder 
Vergleich zur Ausgangspf lanze - die Resistenz gegen 
mindestens ein Pathogen besteht oder erhoht ist. 

Verfahren nach Anspruch 1, wobei die NADPH-Oxidase kodiert 
wird durch 

a) Polypeptidsequenzen umfassend eine Sequenz gemaS 



SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 oder 22, 



b) Polypeptidsequenzen eines funktionellen Aquivalentes 
eines Polypeptides, welches eine Sequenz gemaS 
SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 oder 22 
umfasst . 

Verfahren nach Anspruch 2, wobei das funktionelle Equivalent 
eine Homplogie von mindestens 50 % zu einem der Polypeptide 
gemass SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 oder 22 
hat. 

Verfahren nach einem der Ansprxiche 1 bis 3 , wobei die Ver- 
minderung der Proteinmenge, Aktivitat oder Funktion einer 
NADPH-Oxidase gewahrleistet wird durch Anwendung eines Ver- 
fahrens ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 

a) Einbringen einer doppelstrangigen NADPH-Oxidase Ribo- 
nukleinsauresequenz oder einer deren Expression gewahr- 
leistenden Expressionskassette oder Expressionskassetten, 

b) Einbringen einer NADPH-Oxidase antisense-Nukleinsaure- 
sequenz oder einer deren Expression gewahrleistenden 
Expressionskassette , 



Sequ. + Zeichn. 
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10 



15 



20 



5,, 

25 



30 



35 



40 



c) Einbringen einer NADPH-Oxidase antisense-Nukleinsaure- 
sequenz kombiniert mit einem Ribozym oder einer deren 
Expression gewahrleistenden Expressionskassette, 

d) Einbringen von NADPH-Oxidase sense-Nukleinsauresequenzen 
zur Induktion einer Kosuppression oder einer deren 
Expression gewahrleistenden Expressionskassette, 

e) Einbringen DNA-oder Protein-bindende Faktoren gegen 
NADPH-Oxidase-Gene, -RNAs oder -Proteine oder einer 
deren Expression gewahrleistenden Expressionskassette, 

f ) Einbringen von den NADPH-Oxidase RNA-Abbau bewirkende 
virale Nukleinsauresequenzen und Expressionskonstrukten 
oder einer deren Expression gewahrleistenden Expressions- 
kassette, 

g) Einbringen von Konstrukten zur Induktion einer homologen 
Rekombination an endogenen NADPH-Oxidase-Genen und 

h) Einfuhrung von Mutationen in ein endogenes NADPH-Oxidase 
Gen. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, umfassend 

(i) die stabile Transformation einer pflanzlichen Zelle mit 
einer rekombinanten Expressionskassette enthaltend in 
funktioneller Verknupfung mit einem in Pflanzen aktiven 
Promotor eine Nukleinsauresequenz kodierend fur 

a) eine doppelstrangigen NADPH-Oxidase RNA-Ribonuklein- 
sauresequenz oder 

b) eine NADPH-Oxidase antisense-Nukleinsauresequenz oder 

c) eine NADPH-Oxidase antisense-Nukleinsauresequenz 
kombiniert mit einem Ribozym oder 

d) eine NADPH-Oxidase sense-Nukleinsauresequenzen zur 
Induktion einer Kosuppression oder 

e) DNA-oder Protein-bindende Faktoren gegen NADPH-Oxida- 
se-Gene, -RNAs oder -Proteine 

f) den NADPH-Oxidase RNA-Abbau bewirkende virale 



Nukleinsauresequenzen 
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(ii) Regeneration der Pflanze aus der pflanzlichen Zelle, und 

(iii) Expression besagter Nukleinsauresequenz in einer Menge 
nnd fur eine Zeit hinreichend, um eine Pathogenresistenz 

5 in besagter Pflanze zu erzeugen Oder zu erhohen. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei das Patho- 
gen ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Bakterien, Pil- 
zen, Insekten, Viren und Nematoden. 

10 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei das Patho- 
gen ausgewahlt ist aus der Gruppe der Pilze bestehend aus 
Plasmodiophoraitiycota , Oomycota , Ascomycota , Chytridiomyceten , 
Zygomycetes Basidiomycota und Deuteromyceten. 

15 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei die Pflanze 
aus den monokotyledonen und dikotyledonen Pf lanzen ausgewahlt 
ist . 

20 9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, wobei die Pflanze 
ausgewahlt ist aus der Gruppe der monokotyledonen Pf lanzen 
bestehend aus Weizen, Hafer, Hirse, Gerste, Roggen, Mais, 
Reis, Buchweizen, Sorghum, Triticale, Dinkel, Leinsamen oder 
Zuckerrohr . 

25 

10. Doppelstrangiges RNA-Mo 1 ekiil zur Verminderung der Expression 
einer NADPH-Oxidase umfassend 

a) einen * sense "-RNA-Strang umfassend mindestens eine Ribo- 
30 nukleotidsequenz, die im wesentlichen identisch ist zu 

mindestens einem Teil des u sense ''-RNA-Transkriptes einer 
Nukleinsauresequenz kodierend fur eine NADPH-Oxidase, und 

b) einen n antisense"-RNA-Strang, der zu dem RNA-sense-Strang 
35 unter a) im wesentlichen komplementaren ist. 

11. Doppelstrangiges RNA-Molekiil nach Anspruch 10, wobei die bei- 
den RNA-Strange der doppelstrangigen RNA kovalent miteinander 
verbunden s ind . 

40 

12. Doppelstrangiges RNA-Molekiil nach einem der Anspriiche 10 oder 
11, wobei einer der beiden RNA-Strange kodiert wird durch 
zumindest einen Teil einer Nukleinsauresequenz kodierend fur 
eine NADPH-Oxidase Sequenz gemaS SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 

45 11, 13, 15, 17, 19 oder 21 oder ein f unktionelles Equivalent 

derselben. 
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13 . Transgene Expressionskassette enthaltend in f unktioneller 
Verknupfung mit einem in pflanzlichen Organismen funktio- 
nellen Promotor eine Nukleinsauresequenz kodierend fur ein 
doppelstrangiges RNA-Molekul gemaS einem der Anspruche 10 

5 bis 12. 

14. Transgene Expressionskassette enthaltend zumindest einen Teil 
einer Nukleinsauresequenz kodierend fur eine NADPH-Oxidase 
gemaS SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 oder 21 

10 oder ein funktionelles Equivalent derselben, wobei besagte 

Nukleinsauresequenz in antisense-Orientierung mit einem in 
pflanzlichen Organismen funktionellen Promotor funktionell 
verkniipft ist. 

15 15. Transgene Expressionskassette nach Anspruch 13 oder 14, wobei 
der in Pflanzen funktionelle Promotor ein pathogen- induzier- 
barer Promotor ist. 

16 . Transgener Vektor enthaltend eine Expressionskassette gemafi 
20 einem der Anspruche 13 bis 15. 

17 . Transgener Organismus enthaltend ein doppelstrangiges 
RNA-Molekul gemaS einem der Anspruche 10 bis 12, eine 
Expressionskassette gemaS einem der Anspruche 13 bis 15 

25 oder einen Vektor gemaS Anspruch 16. 

18. Transgener Organismus nach Anspruch 17 ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus Bakterien, Hefen, Tieren und Pflanzen. 

30 19. Transgener Organismus nach Anspruch 17 oder 18, ausgewahlt 
aus der Gruppe der Pflanzen bestehend aus Weizen, Hafer, 
Hirse, Gerste, Roggen, Mais, Reis, Buchweizen, Sorghum, 
Triticale, Dinkel, Leinsamen, Zuckerrohr, Raps, Canola, 
Kresse, Arabidopsis, Kbhlarten, Soja, Alfalfa, Erbse, Bohnen- 

35 gewachsen, Erdnuss, Kartoffel, Tabak, Tomate, Aubergine, 

Paprika, Sonnenblume , Tagetes , Salat, Calendula, Melone, 
Kiirbis und Zucchini. 

20. Gewebe, Organ, Teil, Zelle, Zellkultur oder Vermehrungsgut 
40 abgeleitet von einem transgenen Organismus gemaS einem der 

Anspruche 18 oder 19 . 
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SEQUENZ PROTOKOLL 



<110> BASF Plant Science GmbH 

<120> Verfahren zum Erreichen einer Pathogenresistenz in 
Pflanzen 

<130> AE20020416 

<140> 
<141> 

<160> 24 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 

<211> 337 

<212> DNA 

<213> Hordeum vulgare 

<220> 

<221> CDS 

<222> (2) . . (337) 

<223> coding for NADPH-oxidase (fragment) 

<400> 1. 

g ttt aaa gga ate atg aat gag att get gaa eta gat caa agg aat ate 49 

Phe Lys Gly lie Met Asn Glu lie Ala Glu Leu Asp Gin Arg Asn He 
15 10 15 

att gag atg cac aac tat etc aca agt gtt tat gag gaa ggg gat get 97 
He Glu Met His Asn Tyr Leu Thr Ser Val Tyr Glu Glu Gly Asp Ala 
20 25 30 

egg tea gca etc ate aca atg ctg caa get etc aac cat gee aag aat 145 
Arg Ser Ala Leu He Thr Met Leu Gin Ala Leu Asn His Ala Lys Asn 
35 40 45 

ggt gtc gat gta gtg tct ggm act cga gtc egg aca cat ttt gca aga 193 
Gly Val Asp Val Val Ser Xaa Thr Arg Val Arg Thr His Phe Ala Arg 
50 55 60 

cca aat ttt aag agg gtg ctg tct aag gta gee gee aaa cat cct tat 241 
Pro Asn Phe Lys Arg Val Leu Ser Lys Val Ala Ala Lys His Pro Tyr 
65 70 75 80 

gec aag ata gga gtg ttc tat tgc gga get cca gtt ctg gcg cag gaa 2 89 
Ala Lys He Gly Val Phe Tyr Cys Gly Ala Pro Val Leu Ala Gin Glu 

85 90 95 

eta age aac ctt tgc cat gag ttc aat ggc aaa tgc acg aca aaa ttc 3 37 
Leu Ser Asn Leu Cys His Glu Phe Asn Gly Lys Cys Thr Thr Lys Phe 
100 . 105 110 

<210> 2 
<211> 112- 
<212> PRT 

<213> Hordeum vulgare 
<400> 2 

Phe Lys Gly He Met Asn Glu He Ala Glu Leu Asp Gin Arg Asn He 
1 5 10 15 

He Glu Met His Asn Tyr Leu Thr Ser Val Tyr Glu Glu Gly Asp Ala 
20 25 30 



Arg Ser Ala Leu He Thr Met 
35 



Leu Gin 
40 



Ala Leu Asn His Ala Lys Asn 
45 
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Gly Val Asp Val Val Ser Xaa Thr Arg Val Arg Thr His Phe Ala Arg 
50 55 60 

Pro Asn Phe Lys Arg Val Leu Ser Lys Val Ala Ala Lys His Pro Tyr 
65 70 75 80 

Ala Lys lie Gly Val Phe Tyr Cys Gly Ala Pro Val Leu Ala Gin Glu 

85 90 95 

Leu Ser Asn Leu Cys His Glu Phe Asn Gly Lys Cys Thr Thr Lys Phe 
100 105 110 

<210> 3 

<211> 2832 

<212> DNA 

<213> Oryza sativa 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (2829) 

<223> coding for NADPH-oxidase 

<400> 3 

atg agg ggc ggc gcc tec teg gga ccc cag cga tgg ggc teg gcg ggg 48 
Met Arg Gly Gly Ala Ser Ser Gly Pro Gin Arg Trp Gly Ser Ala Gly 
1 5 10 15 

acg aca ccg egg teg ctg age acg ggc teg teg ccg cgc ggg tec gac 96 
Thr Thr Pro Arg Ser Leu Ser Thr Gly Ser Ser Pro Arg Gly Ser Asp 
20 25 30 

gac egg age tec gac gac ggg gag gag ctg gtc gag gtc acg etc gac 144 
Asp Arg Ser Ser Asp Asp Gly Glu Glu Leu Val Glu Val Thr Leu Asp 
35 40 45 

ctg cag gac gac gac ace att gtg ctt egg age gtc gag ccc gcg gcg 192 
Leu Gin Asp Asp Asp Thr lie Val Leu Arg Ser Val Glu Pro Ala Ala 
50 55 60 

gcg gcg gcg gcg ggg gtg ggg gcg ggg gcg ggg gcg gcg teg gcg egg 240 
Ala Ala Ala Ala Gly Val Gly Ala Gly Ala Gly Ala Ala Ser Ala Arg 
65 .70 75 80 

ggg gag etc acg ggt ggc ccg teg teg teg teg teg egg teg agg teg 288 
Gly Glu Leu Thr Gly Gly Pro Ser Ser Ser Ser Ser Arg Ser Arg Ser 

85 90 95 

ccg teg ate egg agg age teg teg cac egg ctg ctg cag ttc teg cag 336 
Pro Ser lie Arg Arg Ser Ser Ser His Arg Leu Leu Gin Phe Ser Gin 
100 105 110 

gag etc aag gcg gag gcc atg gcc egg gcg egg cag ttc teg cag gac 384 
Glu Leu Lys Ala Glu Ala Met Ala Arg Ala Arg Gin Phe Ser Gin Asp 
115 120 125 

ctg ace aag egg ttc ggc cgc age cac age cgc age gaa gcg cag gcg 432 
Leu Thr Lys Arg Phe Gly Arg Ser His Ser Arg Ser Glu Ala Gin Ala 
130 135 140 

ccg teg ggc etc gag tec gcg etc gcc gcc cgc gcc gcg egg egg cag 480 
pro Ser Gly Leu Glu Ser Ala Leu Ala Ala Arg Ala Ala Arg Arg Gin 
145 150 155 160 

cgc gcg cag etc gac cgc aca cgc tec ggc gcc cac aag gcg etc cgc 528 
Arg Ala Gin Leu Asp Arg Thr Arg Ser Gly Ala His Lys Ala Leu Arg 
165 170 175 
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ggc etc cgc ttc ate age age aac aag gee aac aac gee tgg atg gag 576 
Gly Leu Arg Plie lie Ser Ser Asn Lys Ala Asn Asn Ala Trp Met Glu 
180 185 190 

gtg cag gee aac ttc gac cgc etc gee cgc gac ggc tac etc tec cgc 624 
Val Gin Ala Asn Phe Asp Arg Leu Ala Arg Asp Gly Tyr Leu Ser Arg 
195 * 200 205 

tec gac ttc gec gaa tgc ate ggg atg acg gaa teg aag gag ttc gcg 672 
Ser Asp Phe Ala Glu Cys lie Gly Met Thr Glu Ser Lys Glu Phe Ala 
210 215 220 

etc gag ctg ttc gac acg ctg age egg cga cga cag atg aag gtg gac 720 
Leu Glu Leu Phe Asp Thr Leu Ser Arg Arg Arg Gin Met Lys Val Asp 
225 230 235 240 

acg att aac aag gat gaa etc cgc gag ate tgg cag cag ate acc gat 768 
Thr lie Asn Lys Asp Glu Leu Arg Glu He Trp Gin Gin He Thr Asp 
245 250 255 

aac age ttc gac tec cgt etc caa ate ttc ttc gaa atg gtg gat aag 816 
Asn Ser Phe Asp Ser Arg Leu Gin lie Phe Phe Glu Met Val Asp Lys 
260 265 270 

aac gcg gac ggc egg att acg gag gcg gag gtg aaa gag att att atg 864 
Asn Ala Asp Gly Arg He Thr Glu Ala Glu Val Lys Glu He He Met 
275 280 285 

ttg age gcg tct gee aat aaa ctg teg agg ctt aag gag caa gca gaa 912 
Leu Ser Ala Ser Ala Asn Lys Leu Ser Arg Leu Lys Glu Gin Ala Glu 
290 295 300 

gag tac gee get ttg ate atg gag gag ctt gat cct gaa ggg etc ggc 960 
Glu Tyr Ala Ala Leu He Met Glu Glu Leu Asp Pro Glu Gly Leu Gly 
305 310 315 320 

tac att gag eta tgg caa ttg gag aca ctt ctg ttg cag aaa gat acc 1008 
Tyr He Glu Leu Trp Gin Leu Glu Thr Leu Leu Leu Gin Lys Asp Thr 
325 330 335 

tat atg aac tat agt cag gee ctt agt tac aca age caa gca ctg age 1056 
Tyr Met Asn Tyr Ser Gin Ala Leu Ser Tyr Thr Ser Gin Ala Leu Ser 
340 345 350 

cag aat ctt gca ggg eta agg aag aag agt tea ate cgc aaa at a age 1104 
Gin Asn Leu Ala Gly Leu Arg Lys Lys Ser Ser He Arg Lys He Ser 
355 360 365 

acc tct tta age tac tat ttc gag gac aac tgg aaa cgt tta tgg gtg 1152 
Thr Ser Leu Ser Tyr Tyr Phe Glu Asp Asn Trp Lys Arg Leu Trp Val 
370 375 380 

ctt gca ttg tgg att ggg ata atg get gga ctg ttc acc tgg aaa ttc 1200 
Leu Ala Leu Trp He Gly He Met Ala Gly Leu Phe Thr Trp Lys Phe 
385 390 395 400 

atg cag tat cgt aac cga tat gtc ttt gat gtg atg ggc tac tgt gtc 1248 
Met Gin Tyr Arg Asn Arg Tyr Val Phe Asp Val Met Gly Tyr Cys Val 
405 410 415 

aca aca gca aaa gga get get gaa acc eta aag ctg aat atg gca att 1296 
Thr Thr Ala Lys Gly Ala Ala Glu Thr Leu Lys Leu Asn Met Ala He 
420 425 430 

ate etc ctg cca gta tgc cgt aac acc att act tgg ttg cga agt aca 1344 
He Leu Leu Pro Val Cys Arg Asn Thr He Thr Trp Leu Arg Ser Thr 
435 440 445 
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agg get gca egg gca eta cct ttt gat gac aac ate aac ttc cac aag 1392 
Arg Ala Ala Arg Ala Leu Pro Phe Asp Asp Asn lie Asn Phe His Lys 
450 455 460 

act att gca gca gca att gtg gtt ggt ata ate etc cat gca ggg aac 1440 
Thr lie Ala Ala Ala lie Val Val Gly lie lie Leu His Ala Gly Asn 
465 470 475 480 

cac ctt gta tgc gat ttt cca egg tta ata aaa tea tea gat gag aag 1488 
His Leu Val Cys Asp Phe Pro Arg Leu lie Lys Ser Ser Asp Glu Lys 
485 490 495 

tat get cct ttg ggc cag tat ttt ggg gaa ata aag cca aca tat ttt 1536 
Tyr Ala Pro Leu Gly Gin Tyr Phe Gly Glu lie Lys Pro Thr Tyr Phe 
500 505 510 

aca ttg gtc aaa gga gtg gag ggc ate act ggg gta ate atg gtt gta 1584 
Thr Leu Val Lys Gly Val Glu Gly lie Thr Gly Val lie Met Val Val 
515 520 525 

tgc atg ata att get ttt act eta gca ace egg tgg ttc cgc cgt age 1632 
Cys Met lie He Ala Phe Thr Leu Ala Thr Arg Trp Phe Arg Arg Ser 
530 535 540 

ttg gtt aag ctt cca agg cca ttt gac aaa ctg act ggc ttc aat gee 1680 
Leu Val Lys Leu Pro Arg Pro Phe Asp Lys Leu Thr Gly Phe Asn Ala 
545 550 555 560 

ttt tgg tat tct cat cat ctg ttc ate att gtg tat ate gcg etc att 1728 
Phe Trp Tyr Ser His His Leu Phe He lie Val Tyr He Ala Leu He 
565 570 575 

gtt cat gga gag tgt eta tac ctt att cat gtc tgg tac aga aga acg 1776 
Val His Gly Glu Cys Leu Tyr Leu He His Val Trp Tyr Arg Arg Thr 
580 585 590 

aca tgg atg tat ctt tea gtg cct gtt tgc ttg tat gta ggg gag agg 1824 
Thr Trp Met Tyr Leu Ser Val Pro Val Cys Leu Tyr Val Gly Glu Arg 
595 600 605 

att eta agg ttc ttc agg tct ggc agt tat tct gtc egg eta ttg aag 1872 
He Leu Arg Phe Phe Arg Ser Gly Ser Tyr Ser Val Arg Leu Leu Lys 
610 615 620 

gtg gec ata tat cca ggt aat gtt ttg aca ctg caa atg tec aag cct 1920 
Val Ala He Tyr Pro Gly Asn Val Leu Thr Leu Gin Met Ser Lys Pro 
625 630 635 640 

ccc acg ttc cgt tac aag agt gga caa tat atg ttt gtt caa tgt cca 1968 
Pro Thr Phe Arg Tyr Lys Ser Gly Gin Tyr Met Phe Val Gin Cys Pro 
645 650 655 

gca gtg tct ccc ttt gaa tgg cat ccc ttc tea att act tea gca cct 2016 
Ala Val Ser Pro Phe Glu Trp His Pro Phe Ser He Thr Ser Ala Pro 
660 665 670 

ggg gat gac tac etc age att cat gtt cga caa ctt ggt gat tgg aca 2064 
Gly Asp Asp Tyr Leu Ser He His Val Arg Gin Leu Gly Asp Trp Thr 
675 680 685 

cga gaa etc aag aga gta ttt get gca get tgt gag ccc cca gcg ggt 2112 
Arg Glu Leu Lys Arg Val Phe Ala Ala Ala Cys Glu Pro Pro Ala Gly 
690 695 700 

ggt aaa age ggc ctt ctt agg gca gat gag aca act aag aaa ate tta 2160 
Gly Lys Ser Gly Leu Leu Arg Ala Asp Glu Thr Thr Lys Lys He Leu 
705 710 715 720 
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ccc aag ctt ctg att gat gga ccg tat ggt tct cct get cag gat tac 2208 
Pro Lys Leu Leu lie Asp Gly Pro Tyr Gly Ser Pro Ala Gin Asp Tyr 
725 730 735 

age aag tat gat gtt tta tta ctt gtt gga tta gga att ggt gcg aca 2256 
Ser Lys Tyr Asp Val Leu Leu Leu Val Gly Leu Gly lie Gly Ala Thr 
740 745 750 

ccc ttt att age ata tta aaa gat ctt ctg aat aac ate ate aaa atg 23 04 
Pro Phe lie Ser lie Leu Lys Asp Leu Leu Asn Asn He He Lys Met 
755 760 765 

gag gaa gag gag gat get tct act gat ctt tat cca cca atg ggt egg 23 52 
Glu Glu Glu Glu Asp Ala Ser Thr Asp Leu Tyr Pro Pro Met Gly Arg 
770 775 780 

aat aag cca cat gtt gat ctg ggc aca ctt atg acg att acc tea aga 2400 
Asn Lys Pro His Val Asp Leu Gly Thr Leu Met Thr He Thr Ser Arg 
785 790 795 800 

cca aag aag ate ttg aag acc aca aat get tac ttt tac tgg gtg aca 2448 
Pro Lys Lys lie Leu Lys Thr Thr Asn Ala Tyr Phe Tyr Trp Val Thr 
805 810 815 

cgt gag caa ggc tct ttt gat tgg ttc aaa gga gtc atg aat gaa att 2496 
Arg Glu Gin Gly Ser Phe Asp Trp Phe Lys Gly Val Met Asn Glu He 
820 825 83 0 

get gac ttg gat caa agg aat ate att gag atg cac aac tac eta aca 2544 
Ala Asp Leu Asp Gin Arg Asn He He Glu Met His Asn Tyr Leu Thr 
835 840 845 

age gtc tat gag gag ggg gat gee agg tea gca etc ate acc atg etc 2592 
Ser Val Tyr Glu Glu Gly Asp Ala Arg Ser Ala Leu He Thr Met Leu 
850 855 860 

caa get ctg aac cat gee aag aat gga gtt gat att gtc tct ggg aca 2 640 
Gin Ala Leu Asn His Ala Lys Asn Gly Val Asp He Val Ser Gly Thr 
865 870 875 880 

aaa gtc egg aca cat ttt gca cga cca aat tgg aga aag gtc ctt tct 2688 
Lys Val Arg Thr His Phe Ala Arg Pro Asn Trp Arg Lys Val Leu Ser 
885 890 895 

aaa att tec tec aag cat cca tat gee aaa ata ggt gta ttc tac tgt 273 6 
Lys He Ser Ser Lys His Pro Tyr Ala Lys He Gly Val Phe Tyr Cys 
900 905 910 

gga get cca gtc ctg gca caa gaa eta age aaa ctt tgc cat gaa ttc 2784 
Gly Ala Pro Val Leu Ala Gin Glu Leu Ser Lys Leu Cys His Glu Phe 
915 920 925 

aac ggg aaa tgc aca acg aag ttc gaa ttc cat aag gag cat ttc tga 2832 
Asn Gly Lys Cys Thr Thr Lys Phe Glu Phe His Lys Glu His Phe 
930 935 940 

<210> 4 

<211> 943 

<212> PRT 

<213> Oryza sativa 

<400> 4 

Met Arg Gly Gly Ala Ser Ser Gly Pro Gin Arg Trp Gly Ser Ala Gly 
1 5 10 15 



Thr Thr Pro Arg Ser Leu Ser Thr Gly Ser Ser Pro Arg Gly Ser Asp 
20 25 30 
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Asp Arg Ser Ser Asp Asp Gly Glu Glu Leu Val Glu Val Thr Leu Asp 
35 40 45 

Leu Gin Asp Asp Asp Thr lie Val Leu Arg Ser Val Glu Pro Ala Ala 
50 55 60 

Ala Ala Ala Ala Gly Val Gly Ala Gly Ala* Gly Ala Ala Ser Ala Arg 
65 70 75 80 

Gly Glu Leu Thr Gly Gly Pro Ser Ser Ser Ser Ser Arg Ser Arg Ser 

85 90 95 

Pro Ser lie Arg Arg Ser Ser Ser His Arg Leu Leu Gin Phe Ser Gin 
100 105 110 

Glu Leu Lys Ala Glu Ala Met Ala Arg Ala Arg Gin Phe Ser Gin Asp 
115 120 125 

Leu Thr Lys Arg Phe Gly Arg Ser His Ser Arg Ser Glu Ala Gin Ala 
130 135 140 

Pro Ser Gly Leu Glu Ser Ala Leu Ala Ala Arg Ala Ala Arg Arg Gin 
145 150 155 160 

Arg Ala Gin Leu Asp Arg Thr Arg Ser Gly Ala His Lys Ala Leu Arg 
165 170 175 

Gly Leu Arg Phe lie Ser Ser Asn Lys Ala Asn Asn Ala Trp Met Glu 
180 185 190 

Val Gin Ala Asn Phe Asp Arg Leu Ala Arg Asp Gly Tyr Leu Ser Arg 
195 200 205 

Ser Asp Phe Ala Glu Cys lie Gly Met Thr Glu Ser Lys Glu Phe Ala 
210 215 220 

Leu Glu Leu Phe Asp Thr Leu Ser Arg Arg Arg Gin Met Lys Val Asp 
225 230 235 240 

Thr lie Asn Lys Asp Glu Leu Arg Glu lie Trp Gin Gin lie Thr Asp 
245 250 255 

Asn Ser Phe Asp Ser Arg Leu Gin lie Phe Phe Glu Met Val Asp Lys 
260 265 270 

Asn Ala Asp Gly Arg lie Thr Glu Ala Glu Val Lys Glu lie lie Met 
275 280 285 

Leu Ser Ala Ser Ala Asn Lys Leu Ser Arg Leu Lys Glu Gin Ala Glu 
290 295 300 

Glu Tyr Ala Ala Leu lie Met Glu Glu Leu Asp Pro Glu Gly Leu Gly 
305 310 315 320 

Tyr lie Glu Leu Trp Gin Leu Glu Thr Leu Leu Leu Gin Lys Asp Thr 
325 330 335 

Tyr Met Asn Tyr Ser Gin Ala Leu Ser Tyr Thr Ser Gin Ala Leu Ser 
340 345 350 

Gin Asn Leu Ala Gly Leu Arg Lys Lys Ser Ser lie Arg Lys lie Ser 
355 360 365 

Thr Ser Leu Ser Tyr Tyr Phe Glu Asp Asn Trp Lys Arg Leu Trp Val 
370 375 380 

Leu Ala Leu Trp lie Gly lie Met Ala Gly Leu Phe Thr Trp Lys Phe 
385 390 395 400 

Met Gin Tyr Arg Asn Arg Tyr Val Phe Asp Val Met Gly Tyr Cys Val 
405 410 415 
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Thr Thr Ala Lys Gly Ala Ala Glu Thr Leu Lys Leu Asn Met Ala lie 
420 425 430 

He Leu Leu Pro Val Cys Arg Asn Thr He Thr Trp Leu Arg Ser Thr 
435 440 445 

Arg Ala Ala Arg Ala Leu Pro Phe Asp Asp Asn lie Asn Phe His Lys 
450 455 460 

Thr He Ala Ala Ala He Val Val Gly He He Leu His Ala Gly Asn 
465 470 475 480 

His Leu Val Cys Asp Phe Pro Arg Leu He Lys Ser Ser Asp Glu Lys 
485 490 495 

Tyr Ala Pro Leu Gly Gin Tyr Phe Gly Glu He Lys Pro Thr Tyr Phe 
500 505 510 

Thr Leu Val Lys Gly Val Glu Gly He Thr Gly Val He Met Val Val 
515 520 525 

Cys Met He He Ala Phe Thr Leu Ala Thr Arg Trp Phe Arg Arg Ser 
530 535 540 

Leu Val Lys Leu Pro Arg Pro Phe Asp Lys Leu Thr Gly Phe Asn Ala 
545 "* 550 555 560 

Phe Trp Tyr Ser His His Leu Phe He He Val Tyr He Ala Leu He 
565 570 575 

Val His Gly Glu Cys Leu Tyr Leu He His Val Trp Tyr Arg Arg Thr 
580 585 590 

Thr Trp Met Tyr Leu Ser Val Pro Val Cys Leu Tyr Val Gly Glu Arg 
595 600 605 

He Leu Arg Phe Phe Arg Ser Gly Ser Tyr Ser Val Arg Leu Leu Lys 
610 615 620 

Val Ala He Tyr Pro Gly Asn Val Leu Thr Leu Gin Met Ser Lys Pro 
625 630 635 640 

Pro Thr Phe Arg Tyr Lys Ser Gly Gin Tyr Met Phe Val Gin Cys Pro 
645 650 655 

Ala Val Ser Pro Phe Glu Trp His Pro Phe Ser He Thr Ser Ala Pro 
660 665 670 

Gly Asp Asp Tyr Leu Ser He His Val Arg Gin Leu Gly Asp Trp Thr 
675 680 685 

Arg Glu Leu Lys Arg Val Phe Ala Ala Ala Cys Glu Pro Pro Ala Gly 
690 695 700 

Gly Lys Ser Gly Leu Leu Arg Ala Asp Glu Thr Thr Lys Lys He Leu 
705 " 710 715 720 

Pro Lys Leu Leu He Asp Gly Pro Tyr Gly Ser Pro Ala Gin Asp Tyr 
725 730 735 

Ser Lys Tyr Asp Val Leu Leu Leu Val Gly Leu Gly He Gly Ala Thr 
740 745 750 

Pro Phe He Ser He Leu Lys Asp Leu Leu Asn Asn He He Lys Met 
755 760 765 

Glu Glu Glu Glu Asp Ala Ser Thr Asp Leu Tyr Pro Pro Met Gly Arg 
770 775 780 

Asn Lys Pro His Val Asp Leu Gly Thr Leu Met Thr He Thr Ser Arg 
785 790 795 800 
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Pro Lys Lys lie Leu Lys Thr Thr Asn Ala Tyr Phe Tyr Trp Val Thr 
805 810 815 

Arg Glu Gin Gly Ser Phe Asp Trp Phe Lys Gly Val Met Asn Glu lie 
820 825 830 

Ala Asp Leu Asp Gin Arg Asn lie He Glu Met His Asn Tyr Leu Thr 
835 840 845 

Ser Val Tyr Glu Glu Gly Asp Ala Arg Ser Ala Leu He Thr Met Leu 
850 855 860 

Gin Ala Leu Asn His Ala Lys Asn Gly Val Asp He Val Ser Gly Thr 
865 870 875 880 

Lys Val Arg Thr His Phe Ala Arg Pro Asn Trp Arg Lys Val Leu Ser 
885 890 895 

Lys He Ser Ser Lys His Pro Tyr Ala Lys He Gly Val Phe Tyr Cys 
900 905 910 

Gly Ala Pro Val Leu Ala Gin Glu Leu Ser Lys Leu Cys His Glu Phe 
915 920 925 

Asn Gly Lys Cys Thr Thr Lys Phe Glu Phe His Lys Glu His Phe 
930 935 940 



<210> 5 
<211> 2889 
<212> DNA 

<213> Nicotiana tabacum 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (2886) 

<223> coding- for NADPH-oxidase 

<400> 5 

atg agg ggt tta cct ggg cat gaa cgc egg tgg aca tec gat acg gta 48 

Met Arg Gly Leu Pro Gly His Glu Arg Arg Trp Thr Ser Asp Thr Val 

15 10 15 

tct tec gac aag gat ttt agt ggt gaa tta teg ccg gga get gat tec 9 6 
Ser Ser Asp Lys Asp Phe Ser Gly Glu Leu Ser Pro Gly Ala Asp Ser 
20 25 30 

ggc tat aat tec ggt ttt get tec gag gag ttt gtt gaa gtc acg ctt 144 
Gly Tyr Asn Ser Gly Phe Ala Ser Glu Glu Phe Val Glu Val Thr Leu 
35 40 45 

gat ctt cag gat gat gat ace att att eta egg age gtt gaa ccg get 192 
Asp Leu Gin Asp Asp Asp Thr He He Leu Arg Ser Val Glu Pro Ala 
50 55 f 60 

act gtg att aac att gac get cct gat ctt ccc gee gga gtc ggt att 240 
Thr Val He Asn lie Asp Ala Pro Asp Leu Pro Ala Gly Val Gly He 
65 70 75 80 

tec gga gtt tea att gaa act ccg acg tea gca teg gtg teg gaa tct 288 
Ser Gly Val Ser He Glu Thr Pro Thr Ser Ala Ser Val Ser Glu Ser 

85 90 95 

cga teg ccg acg ate cgc egg agt tea tct agt aaa ctt cgt cag ttt 336 
Arg Ser Pro Thr He Arg Arg Ser Ser Ser Ser Lys Leu Arg Gin Phe 
100 105 110 
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tea cag gag ttg aaa get gag gcg gtt gcg aaa gcg agg cag ttt tea 3 84 

Ser Gin Glu Leu Lys Ala Glu Ala Val Ala Lys Ala Arg Gin Phe Ser 
115 120 125 

caa gag ctg aag gcg gag tta agg aga ttc tea tgg age cat ggg cat 432 

Gin Glu Leu Lys Ala Glu Leu Arg Arg Phe Ser Trp Ser His Gly His 
130 135 140 

gcg tct cgc gcg ttt teg ccc teg teg ttt ttt caa aac gec gtc gtt 480 

Ala Ser Arg Ala Phe Ser Pro Ser Ser Phe Phe Gin Asn Ala Val Val 
145 150 155 160 

gga aca ggt aac ggc gtg gac teg get tta gcg gca cgt gca tta cgt 528 

Gly Thr Gly Asn Gly Val Asp Ser Ala Leu Ala Ala Arg Ala Leu Arg 
165 170 175 

egg caa cgc gcg cag ctt gat egg act cgt tec age gee cat aga get 576 

Arg Gin Arg Ala Gin Leu Asp Arg Thr Arg Ser Ser Ala His Arg Ala 

180 185 190 

ctt cgt aga etc aaa ttc att age aat aac aaa ace aat gga tgg aat 624 

Leu Arg Arg Leu Lys Phe lie Ser Asn Asn Lys Thr Asn Gly Trp Asn 
195 200 205 

gaa gtt gaa aac aat ttc tea aag etc get aaa gac ggt tat ctt tac 672 

Glu Val Glu Asn Asn Phe Ser Lys Leu Ala Lys Asp Gly Tyr Leu Tyr 
210 215 220 

cgt tec gat ttc gca caa tgc ata ggt atg aag gat teg aag gaa ttt 720 

Arg Ser Asp Phe Ala Gin Cys lie Gly Met Lys Asp Ser Lys Glu Phe 
225 230 235 240 

gca ttg gaa tta ttt gat get ttg agt aga aga aga aga tta aag gtt 768 

Ala Leu Glu Leu Phe Asp Ala Leu Ser Arg Arg Arg Arg Leu Lys Val 
245 250 255 

gat aaa att age aag gag gaa ttg tat gag tac tgg tct caa ate acc 816 

Asp Lys lie Ser Lys Glu Glu Leu Tyr Glu Tyr Trp Ser Gin lie Thr 

260 265 270 

gat cag agt ttc gat tct egg ctt cag ate tec ttc gac atg gtg gac 864 

Asp Gin Ser Phe Asp Ser Arg Leu Gin lie Ser Phe Asp Met Val Asp 
275 280 285 

aag aat gaa gat ggt cga att get gaa gag gaa gta aaa gag ate ate 912 

Lys Asn Glu Asp Gly Arg lie Ala Glu Glu Glu Val Lys Glu lie lie 
290 295 300 

atg eta agt gca tct gca aac aag tta tea aga tta aaa gaa caa gca 960 

Met Leu Ser Ala Ser Ala Asn Lys Leu Ser Arg Leu Lys Glu Gin Ala 
305 310 315 320 

gag gag tat gca get tta ate atg gaa gaa tta gat cct gaa aga etc 1008 

Glu Glu Tyr Ala Ala Leu lie Met Glu Glu Leu Asp Pro Glu Arg Leu 
325 330 335 

ggc tac att gag eta tgg cag ctg gaa aca ctt etc etc caa aag gac 1056 

Gly Tyr lie Glu Leu Trp Gin Leu Glu Thr Leu Leu Leu Gin Lys Asp 

340 345 350 

act tac etc aac tac agt caa gca eta agt tac acg age caa gee ttg 1104 

Thr Tyr Leu Asn Tyr Ser Gin Ala Leu Ser Tyr Thr Ser Gin Ala Leu 
355 360 365 

age caa aac ctt cac gga tta agg aag aaa age cca ata aaa aga atg 1152 

Ser Gin Asn Leu His Gly Leu Arg Lys Lys Ser Pro lie Lys Arg Met 
370 375 380 
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age aca aaa ctt gtc tat tea ttg caa gaa aac tgg aag aga att tgg 1200 
Ser Thr Lys Leu Val Tyr Ser Leu Gin Glu Asn Trp Lys Arg He Trp 
385 390 395 400 

gtt etc act tta tgg att ttg ata atg att ggg ctt ttt ctt tgg aag 1248 
Val Leu Thr Leu Trp He Leu He Met He Gly Leu Phe Leu Trp Lys 
405 410 415 

ttc tat cag tac aaa aac aag agt gca ttc cgt gtc atg ggt tat tgc 1296 
Phe Tyr Gin Tyr Lys Asn Lys Ser Ala Phe Arg Val Met Gly Tyr Cys 
420 425 430 

ctt gtc acg get aag ggc get get gag act etc aag ttc aac atg get 1344 
Leu Val Thr Ala Lys Gly Ala Ala Glu Thr Leu Lys Phe Asn Met Ala 
435 440 445 

ctt ata tta ttg cca gta tgc aga aac act att aca tgg etc agg tec 1392 
Leu He Leu Leu Pro Val Cys Arg Asn Thr He Thr Trp Leu Arg Ser 
450 455 460 

ace aag ttg age cat ttt gta ccc ttt gac gac aac ate aac ttt cac 1440 
Thr Lys Leu Ser His Phe Val Pro Phe Asp Asp Asn He Asn Phe His 
465 470 475 480 

aag act gtc get gca gee att gtc act ggt ate ata etc cat get ggt 1488 
Lys Thr Val Ala Ala Ala He Val Thr Gly He He Leu His Ala Gly 
485 490 495 

aac cat ctt gta tgt gat ttc cca agg ctt ata cat gca gat gat caa 153 6 
Asn His Leu Val Cys Asp Phe Pro Arg Leu He His Ala Asp Asp Gin 
500 505 510 

gat tat caa agt ttt ttg teg aat gat ttt ggc caa agt aag cct gga 1584 
Asp Tyr Gin Ser Phe Leu Ser Asn Asp Phe Gly Gin Ser Lys Pro Gly 
515 520 525 

tac ata gac ctt gtt aaa gga gtt gag ggt gtg acg gga ata ata atg 1632 
Tyr He Asp Leu Val Lys Gly Val Glu Gly Val Thr Gly He He Met 
530 535 540 

gta ate ctt atg gee att get ttc act ctt get aca cga tgg ttt aga 1680 
Val He Leu Met Ala He Ala Phe Thr Leu Ala Thr Arg Trp Phe Arg 
545 550 555 560 

egg age etc att aag ttg ccc aaa cct ttt gat aga etc act ggc ttc 1728 
Arg Ser Leu He Lys Leu Pro Lys Pro Phe Asp Arg Leu Thr Gly Phe 
565 570 575 

aat gca ttc tgg tat tea cac cac ctt ctt gtc att gtc tac ate eta 1776 
Asn Ala Phe Trp Tyr Ser His His Leu Leu Val He Val Tyr He Leu 
580 585 590 

ctg ate ate cat ggc acg ttc etc ttc ctt gtg cat aaa tgg tac tec 1824 
Leu He He His Gly Thr Phe Leu Phe- Leu Val His Lys Trp Tyr Ser 
595 600 605' 

aag acg acg tgg atg tat eta gca gtt cct gtg ctt etc tac gca ggg 1872 
Lys Thr Thr Trp Met Tyr Leu Ala Val Pro Val Leu Leu Tyr Ala Gly 
610 615 620 

gaa aga act ctt aga ttc ttc egg tea ggc ttg tac act gtc egg ctt 1920 
Glu Arg Thr Leu Arg Phe Phe Arg Ser Gly Leu Tyr Thr Val Arg Leu 
625 630 635 640 

ctg aaa gta gca ata tat cct gga aat gtc etc act eta caa atg tct 1968 
Leu Lys Val Ala He Tyr Pro Gly Asn Val Leu Thr Leu Gin Met Ser 
645 650 655 
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aag cct cct caa ttt cga tac aaa agt gga caa tat atg ttt gtc cag 2016 
Lys Pro Pro Gin Phe Arg Tyr Lys Ser Gly Gin Tyr Met Phe Val Gin 
660 665 670 

tgt cca get gtt tct cca ttc gag tgg cat cca ttt tec att act tea 2064 
Cys Pro Ala Val Ser Pro Pile Glu Trp His Pro Phe Ser He Thr Ser 
675 680 685 

get cct ggg gat gac tac ttg age att cac ate egg caa ctt ggt gac 2112 
Ala Pro Gly Asp Asp Tyr Leu Ser He His He Arg Gin Leu Gly Asp 
690 695 700 

tgg act caa gaa etc aag egg gtc ttt tct gag get tgc gag egg cca 2160 
Trp Thr Gin Glu Leu Lys Arg Val Phe Ser Glu Ala Cys Glu Arg Pro 
705 710 715 720 

gag get gga aag agt ggc ctg etc aga get gac gaa aac act aag aaa 2208 
Glu Ala Gly Lys Ser Gly Leu Leu Arg Ala Asp Glu Asn Thr Lys Lys 
725 730 735 

agt ttg cca aag eta tta ata gat gga cct tac gga get cca gca caa 2256 
Ser Leu Pro Lys Leu Leu He Asp Gly Pro Tyr Gly Ala Pro Ala Gin 
740 745 750 

gat tac cga aaa tat gat gtc ttg ctg ctt gtt ggt ctt ggc att gga 2304 
Asp Tyr Arg Lys Tyr Asp Val Leu Leu Leu Val Gly Leu Gly He Gly 
755 760 765 

gca acg ccg ttc ata agt ate ctg aaa gac ttg etc gtt aac ate gtg 2352 
Ala Thr Pro Phe He Ser He Leu Lys Asp Leu Leu Val Asn He Val 
770 775 780 

aaa atg gag gag caa gca gat tta gec tea gat ttc agt ggg aac tea 2400 
Lys Met Glu Glu Gin Ala Asp Leu Ala Ser Asp Phe Ser Gly Asn Ser 
785 790 795 800 

gac atg age gtt gcg aca agt gaa caa cca get etc aac aag att tct 2448 
Asp Met Ser Val Ala Thr Ser Glu Gin Pro Ala Leu Asn Lys He Ser 
805 810 815 

ctg aaa agg aga aag age act eta aga acc aca aat gca tat ttt tat 249 6 
Leu Lys Arg Arg Lys Ser Thr Leu Arg Thr Thr Asn Ala Tyr" Phe Tyr 
820 825 830 

tgg gtg acc egg gag caa gga tea ttt gat tgg ttc aaa ggc gtt atg 2544 
Trp Val Thr Arg Glu Gin Gly Ser Phe Asp Trp Phe Lys Gly Val Met 
835 840 845 

aac gaa gtg get gaa ctt gat caa agg ggg gtc ate gag atg cat aac 2592 
Asn Glu Val Ala Glu Leu Asp Gin Arg Gly Val He Glu Met His Asn 
850 855 860 

tac ttg acg agt gtt tat gag gaa ggg gat get cgt tea get etc att 2640 
Tyr Leu Thr Ser Val Tyr Glu Glu Gly Asp Ala Arg Ser Ala Leu He 
865 870 875 880 

acc atg gtc cag gca ctt aac cat get aag aat ggg gtt gat att gta 2688 
Thr Met Val Gin Ala Leu Asn His Ala Lys Asn Gly Val Asp He Val 
885 890 895 

tea ggc acc agg gtg agg aca cat ttt get agg cca aat tgg aag aaa 273 6 
Ser Gly Thr Arg Val Arg Thr His Phe Ala Arg Pro Asn Trp Lys Lys 
900 905 910 

gta ttt tec aag acc tta acc aag cat gca aat gca aga ata ggg gtt 2784 
Val Phe Ser Lys Thr Leu Thr Lys His Ala Asn Ala Arg He Gly Val 
915 920 925 
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ttc tac tgt ggt gca ccc gta tta gca aaa gaa etc age aaa etc tgc 2 832 
Plie Tyr Cys Gly Ala Pro Val Leu Ala Lys Glu Leu Ser Lys Leu Cys 
930 935 940 

aaa gag tat aat caa aag ggt gca aca aag ttc gag ttt cac aaa gaa 2 880 
Lys Glu Tyr Asn Gin Lys Gly Ala Thr Lys Phe Glu Phe His Lys Glu 
945 950 955 960 

cat ttt tag 2 889 

His Phe 

<210> 6 
<211> 962 
<212> PRT 

<213> Nicotiana tabacum 
<400> 6 

Met Arg Gly Leu Pro Gly His Glu Arg Arg Trp Thr Ser Asp Thr Val 
15 10 15 

Ser Ser Asp Lys Asp Phe Ser Gly Glu Leu Ser Pro Gly Ala Asp Ser 
20 25 30 

Gly Tyr Asn Ser Gly Phe Ala Ser Glu Glu Phe Val Glu Val Thr Leu 
35 40 45 

Asp Leu Gin Asp Asp Asp Thr lie lie Leu Arg Ser Val Glu Pro Ala 
50 55 60 

Thr Val lie Asn lie Asp Ala Pro Asp Leu Pro Ala Gly Val Gly lie 
65 70 75 80 

Ser Gly Val Ser lie Glu Thr Pro Thr Ser Ala Ser Val Ser Glu Ser 

85 90 95 

Arg Ser Pro Thr lie Arg Arg Ser Ser Ser Ser Lys Leu Arg Gin Phe 
100 105 110 

Ser Gin Glu Leu Lys Ala Glu Ala Val Ala Lys Ala Arg Gin Phe Ser 
115 120 125 

Gin Glu Leu Lys Ala Glu Leu Arg Arg Phe Ser Trp Ser His Gly His 
130 135 140 

Ala Ser Arg Ala Phe Ser Pro Ser Ser Phe Phe Gin Asn Ala Val Val 
145 150 155 160 

Gly Thr Gly Asn Gly Val Asp Ser Ala Leu Ala Ala Arg Ala Leu Arg 
165 170 175 

Arg Gin Arg Ala Gin Leu Asp Arg Thr Arg Ser Ser Ala His Arg Ala 
180 185 190 

Leu Arg Arg Leu Lys Phe lie Ser Asn Asn Lys Thr Asn Gly Trp Asn 
195 200 205 

Glu Val Glu Asn Asn Phe Ser Lys Leu Ala Lys Asp Gly Tyr Leu Tyr 
210 215 220 

Arg Ser Asp Phe Ala Gin Cys lie Gly Met Lys Asp Ser Lys Glu Phe 
225 230 235 240 

Ala Leu Glu Leu Phe Asp Ala Leu Ser Arg Arg Arg Arg Leu Lys Val 
245 250 255 

Asp Lys lie Ser Lys Glu Glu Leu Tyr Glu Tyr Trp Ser Gin lie Thr 
260 265 270 

Asp Gin Ser Phe Asp Ser Arg Leu Gin lie Ser Phe Asp Met Val Asp 
275 280 285 
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Lys Asn Glu Asp Gly Arg lie Ala Glu Glu Glu Val Lys Glu lie lie 
290 295 300 

Met Leu Ser Ala Ser Ala Asn Lys Leu Ser Arg Leu Lys Glu Gin Ala 
305 310 315 320 

Glu Glu Tyr Ala Ala Leu lie Met Glu Glu Leu Asp Pro Glu Arg Leu 
325 330 335 

Gly Tyr lie Glu Leu Trp Gin Leu Glu Thr Leu Leu Leu Gin Lys Asp 
340 345 350 

Thr Tyr Leu Asn Tyr Ser Gin Ala Leu Ser Tyr Thr Ser Gin Ala Leu 
355 360 365 

Ser Gin Asn Leu His Gly Leu Arg Lys Lys Ser Pro lie Lys Arg Met 
370 375 380 

Ser Thr Lys Leu Val Tyr Ser Leu Gin Glu Asn Trp Lys Arg lie Trp 
385 390 395 400 

Val Leu Thr Leu Trp lie Leu lie Met lie Gly Leu Phe Leu Trp Lys 
405 410 415 

Phe Tyr Gin Tyr Lys Asn Lys Ser Ala Phe Arg Val Met Gly Tyr Cys 
420 425 430 

Leu Val Thr Ala Lys Gly Ala Ala Glu Thr Leu Lys Phe Asn Met Ala 
435 440 445 

Leu lie Leu Leu Pro Val Cys Arg Asn Thr lie Thr Trp Leu Arg Ser 
450 455 460 

Thr Lys Leu Ser His Phe Val Pro Phe Asp Asp Asn lie Asn Phe His 
465 470 475 480 

Lys Thr Val Ala Ala Ala He Val Thr Gly He He Leu His Ala Gly 
485 490 495 

Asn His Leu Val Cys Asp Phe Pro Arg Leu He His Ala Asp Asp Gin 
500 505 510 

Asp Tyr Gin Ser Phe Leu Ser Asn Asp Phe Gly Gin Ser Lys Pro Gly 
515 520 525 

Tyr He Asp Leu Val Lys Gly Val Glu Gly Val Thr Gly He He Met 
530 535 540 

Val He Leu Met Ala He Ala Phe Thr Leu Ala Thr Arg Trp Phe Arg 
545 550 555 560 

Arg Ser Leu He Lys Leu Pro Lys Pro Phe Asp Arg Leu Thr Gly Phe 
565 570 575 

Asn Ala Phe Trp Tyr Ser His His Leu Leu Val He Val Tyr He Leu 
580 585 590 

Leu He He His Gly Thr Phe Leu Phe Leu Val His Lys Trp Tyr Ser 
595 600 605 

Lys Thr Thr Trp Met Tyr Leu Ala Val Pro Val Leu Leu Tyr Ala Gly 
610 615 620 

Glu Arg Thr Leu Arg Phe Phe Arg Ser Gly Leu Tyr Thr Val Arg Leu 
625 630 635 640 

Leu Lys Val Ala He Tyr Pro Gly Asn Val Leu Thr Leu Gin Met Ser 
645 650 655 

Lys Pro Pro Gin Phe Arg Tyr Lys Ser Gly Gin Tyr Met Phe Val Gin 



660 



665 



670 
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Cys Pro Ala Val Ser Pro Phe Glu Trp His Pro Phe Ser He Thr Ser 
675 680 685 

Ala Pro Gly Asp Asp Tyr Leu Ser He His He Arg Gin Leu Gly Asp 
690 695' 700 

Trp Thr Gin Glu Leu Lys Arg Val Phe Ser Glu Ala Cys Glu Arg Pro 
705 710 715 720 

Glu Ala Gly Lys Ser Gly Leu Leu Arg Ala Asp Glu Asn Thr Lys Lys 
725 730 73 5 

Ser Leu Pro Lys Leu Leu He Asp Gly Pro Tyr Gly Ala Pro Ala Gin 
740 745 750 

Asp Tyr Arg Lys Tyr Asp Val Leu Leu Leu Val Gly Leu Gly He Gly 
755 ^ 760 765 

Ala Thr Pro Phe He Ser He Leu Lys Asp Leu Leu Val Asn He Val 
770 775 780 

Lys Met Glu Glu Gin Ala Asp Leu Ala Ser Asp Phe Ser Gly Asn Ser 
785 790 795 800 

Asp Met Ser Val Ala Thr Ser Glu Gin Pro Ala Leu Asn Lys He Ser 
805 810 815 

Leu Lys Arg Arg Lys Ser Thr Leu Arg Thr Thr Asn Ala Tyr Phe Tyr 
820 825 830 

Trp Val Thr Arg Glu Gin Gly Ser Phe Asp Trp Phe Lys Gly Val Met 
835 840 845 

Asn Glu Val Ala Glu Leu Asp Gin Arg Gly Val He Glu Met His Asn 
850 855 860 

Tyr Leu Thr Ser Val Tyr Glu Glu Gly Asp Ala Arg Ser Ala Leu He 
865 870 875 880 

Thr Met Val Gin Ala Leu Asn His Ala Lys Asn Gly Val Asp He Val 
885 890 895 

Ser Gly Thr Arg Val Arg Thr His Phe Ala Arg Pro Asn Trp Lys Lys 
900 905 910 

Val Phe Ser Lys Thr Leu Thr Lys His Ala Asn Ala Arg He Gly Val 
915 920 925 

Phe Tyr Cys Gly Ala Pro Val Leu Ala Lys Glu Leu Ser Lys Leu Cys 
930 935 940 ' 

Lys Glu Tyr Asn Gin Lys Gly Ala Thr Lys Phe Glu Phe His Lys Glu 
945 950 955 960 

His Phe 



<210> 7 
<211> 3733 
<212> DNA 

<213> Solanum tuberosum 

<220> 

<221> CDS 

<222> (92) . . (2980) 

<223> coding for NADPH-oxidase 



<400> 7 

ggcacgagaa taaccaaaac ttttggtcag gcttctgcag aaaactctgt tttcaacata 60 
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tatttattta "ttgtgctttg atttgggaca a atg agg ggt tta cct ggg cat 112 

Met Arg Gly Leu Pro Gly His 
1 5 

gaa cgc egg tgg acg teg gat acg gta tct tec ggc aag gat tta agt 160 
Glu Arg Arg Trp Thr Ser Asp Thr Val Ser Ser Gly Lys Asp Leu Ser 
10 15 20 

ggt gag tea teg ccg gga act gat tec ggg aat att tec ggt ttt get 208 
Gly Glu Ser Ser Pro Gly Thr Asp Ser Gly Asn lie Ser Gly Phe Ala 
25 30 35 

tec gag gag ttt gtt gaa gtt ata ctt gat ctt cag gat gat gat acg 256 
Ser Glu Glu Phe Val Glu Val lie Leu Asp Leu Gin Asp Asp Asp Thr 
40 45 50 55 

att att eta egg age gtt gaa ccg get act gta ate aac att gat get 304 
lie lie Leu Arg Ser Val Glu Pro Ala Thr Val lie Asn lie Asp Ala 

60 65 70 

tct gat cct get ace gga gtc ggt att ggt gga gta teg att gaa act 352 
Ser Asp Pro Ala Thr Gly Val Gly lie Gly Gly Val Ser He Glu Thr 
75 80 85 

ccg gcg teg ctg act teg acg teg gga act cga teg ccg acg atg cgt 400 
Pro Ala Ser Leu Thr Ser Thr Ser Gly Thr Arg Ser Pro Thr Met Arg 
90 95 100 

egg agt aca teg aat aaa tta cgt cag ttt tea cag gag ttg aaa get 448 
Arg Ser Thr Ser Asn Lys Leu Arg Gin Phe Ser Gin Glu Leu Lys Ala 
105 110 115 

gag get gtc gcg aaa gcg aag cat ttc teg caa gag ctt aaa gcg gag 496 
Glu Ala Val Ala Lys Ala Lys His Phe Ser Gin Glu Leu Lys Ala Glu 
120 125 130 135 

eta agg aga ttc tea tgg age cat gga cat gcg tct cgc act ttt teg 544 
Leu Arg Arg Phe Ser Trp Ser His Gly His Ala Ser Arg Thr Phe Ser 
140 145 150 

ccg gcg teg ttt ttc caa aac gee gtc gtc ggt aca ggc aac ggt gta 592 
Pro Ala Ser Phe Phe Gin Asn Ala Val Val Gly Thr Gly Asn Gly Val 
155 160 165 

gat teg get tta gca.gct cga gca tta cga egg cag cgc get cag etc 640 
Asp Ser Ala Leu Ala Ala Arg Ala Leu Arg Arg Gin Arg Ala Gin Leu 
170 175 180 

gat egg act cgt tec age get cac aag get ctt cgt gga etc aaa ttc 688 
Asp Arg Thr Arg Ser Ser Ala His Lys Ala Leu Arg Gly Leu Lys Phe 
185 190 195 

ate age aat aac aaa act aac gga tgg aat gaa gtt gaa aac aat ttt 73 6 
He Ser Asn Asn Lys Thr Asn Gly Trp Asn Glu Val Glu Asn Asn Phe 
200 205 210 215 

get aag etc get aaa gac ggt tac ctt tat cgc tec gat ttc gca caa 784 
Ala Lys Leu Ala Lys Asp Gly Tyr Leu Tyr Arg Ser Asp Phe Ala Gin 
220 225 230 

tgc ate ggt atg aag gat tea aag gaa ttt gca ttg gaa ttg ttt gat 832 
Cys He Gly Met Lys Asp Ser Lys Glu Phe Ala Leu Glu Leu Phe Asp 
235 240 245 

get ttg agt aga aga aga aga ttg aag gtt gat aag att age aaa gag 880 
Ala Leu Ser Arg Arg Arg Arg Leu Lys Val Asp Lys He Ser Lys Glu 
250 255 260 



0' 
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gaa ttg tat gag tat tgg tct caa ate acc gat cag agt ttc gat tct 928 

Glu Leu Tyr Glu Tyr Trp Ser Gin lie Thr Asp Gin Ser Phe Asp Ser 
265 270 275 

egg ctt cag ate ttc ttc gac atg gtg gac aag aat gaa gat ggt cga 976 

Arg Leu Gin lie Phe Phe Asp Met Val Asp Lys Asn Glu Asp Gly Arg 
280 285 290 295 

att ggt gaa gaa gaa gta aaa gag ate ate atg eta agt gec tct gca 1024 

lie Gly Glu Glu Glu Val Lys Glu lie He Met Leu Ser Ala Ser Ala 
300 305 310 

aac aaa tta tea aga tta aaa gaa caa gca gag gag tat gca get ctg 1072 

Asn Lys Leu Ser Arg Leu Lys Glu Gin Ala Glu Glu Tyr Ala Ala Leu 
315 320 325 

ate atg gaa gaa tta gat cct gaa aga ctt ggc tac att gag eta tgg 1120 

He Met Glu Glu Leu Asp Pro Glu Arg Leu Gly Tyr He Glu Leu Trp 
330 335 340 

cag ctg gaa acg ctt etc etc caa aag gac act tac etc aac tac agt 1168 

Gin Leu Glu Thr Leu Leu Leu Gin Lys Asp Thr Tyr Leu Asn Tyr Ser 
345 350 355 

caa gca eta age tac aca age caa get ttg age caa aac ctg caa ggg 1216 

Gin Ala Leu Ser Tyr Thr Ser Gin Ala Leu Ser Gin Asn Leu Gin Gly 
360 365 370 375 

ttg agg aag aga age cca ata aga aga atg age aca aaa ctt gtc tat 1264 

Leu Arg Lys Arg Ser Pro He Arg Arg Met Ser Thr Lys Leu Val Tyr 
380 385 390 

tea ctg caa gag aat tgg aag aga att tgg gtt ctg gtc ttg tgg att 1312 

Ser Leu Gin Glu Asn Trp Lys Arg He Trp Val Leu Val Leu Trp He 
395 400 405 

ttg ata atg att gga ctt ttt ctt tgg aag ttc tat ctg tac aaa cag 1360 

Leu He Met He Gly Leu Phe Leu Trp Lys Phe Tyr Leu Tyr Lys Gin 
410 415 420 

aaa agt gca ttt caa gtt atg ggt tat tgc ctt eta aca get aag ggt 1408 

Lys Ser Ala Phe Gin Val Met Gly Tyr Cys Leu Leu Thr Ala Lys Gly 
425 430 435 

get get gag act eta aag ttc aac atg get ttg ata ttg ttg cca gtt 1456 

Ala Ala Glu Thr Leu Lys Phe Asn Met Ala Leu He Leu Leu Pro Val 
440 445 450 455 

tgc agg aac acc att aca ttc etc agg tct act aaa ttg agt tgt ttt 1504 

Cys Arg Asn Thr He Thr Phe Leu Arg Ser Thr Lys Leu Ser Cys Phe 
460 465 470 

gta ccc ttt gat gac aac ate aac ttc cac aag act gtt get gca gee 1552 

Val Pro Phe Asp Asp Asn He Asn Phe His Lys Thr Val Ala Ala Ala 
475 480 485 

att gtt act ggt ate ata etc cat gec ggt aat cat ctt gta tgt gat 1600 

He Val Thr Gly He He Leu His Ala Gly Asn His Leu Val Cys Asp 
490 495 500 

ttc cca aag ctt ata cat gca aat aat acg aat tat cag aaa tat ttg 1648 

Phe Pro Lys Leu He His Ala Asn Asn Thr Asn Tyr Gin Lys Tyr Leu 
505 510 515 

gtg aat gat ttt ggc cca age cag cct cag tac ata gat ctt gtt aaa 1696 

Val Asn Asp Phe Gly Pro Ser Gin Pro Gin Tyr He Asp Leu Val Lys 
520 525 530 535 
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gga gtg gag ggt gtg aca gga ata ata atg gta ate etc atg gec att 1744 
Gly Val Glu Gly Val Thr Gly lie lie Met Val He Leu Met Ala He 
540 545 550 

get ttc act ctt gca acg cga tgg ttt agg egg age etc att aag ttt 1792 
Ala Phe Thr Leu Ala Thr Arg Trp Phe Arg -Arg Ser Leu He Lys Phe 
555 560 565 

ccc aaa cct ttt gat aga etc act ggt ttc aat gcg ttc tgg tac teg 1840 
Pro Lys Pro Phe Asp Arg Leu Thr Gly Phe Asn Ala Phe Trp Tyr Ser 
570 575 580 

cac cac ctt etc ate att gtc tac ate gta ctg ate ate cat ggc aca 1888 
His His Leu Leu lie He Val Tyr He Val Leu He He His Gly Thr 
585 590 595 

ttc etc tac ctt gtg cat aac tgg tac tec aaa acg aca tgg atg tat 1936 
Phe Leu Tyr Leu Val His Asn Trp Tyr Ser Lys Thr Thr Trp Met Tyr 
600 605 610 615 

eta gca gtt cct gta ctt etc tac gca ggg gaa aga act ctt aga ttc 1984 
Leu Ala Val Pro Val Leu Leu Tyr Ala Gly Glu Arg Thr Leu Arg Phe 
620 625 630 

ttc cga tea ggc tta tat aca gtc egg ctt eta aaa gta gca ata tat 2032 
Phe Arg Ser Gly Leu Tyr Thr Val Arg Leu Leu Lys Val Ala He Tyr 
635 640 645 

cct gga aat gtc ctt act ctg caa atg tct aag cct ccg caa ttt cga 2 080 
Pro Gly Asn Val Leu Thr Leu Gin Met Ser Lys Pro Pro Gin Phe Arg 
650 655 660 

tac aag agt gga caa tat atg ttt gtc cag tgt cca get gtt tct cca 2128 
Tyr Lys Ser Gly Gin Tyr Met Phe Val Gin Cys Pro Ala Val Ser Pro 
665 670 675 

ttc gag tgg cat cca ttt tec att act tea get cct ggg gat gac tac 2176 
Phe Glu Trp His Pro Phe Ser He Thr Ser Ala Pro Gly Asp Asp Tyr 
680 685 690 695 

ttg age att cat ate cga caa ctt ggt gac tgg act caa gaa etc aag 2224 
Leu Ser He His He Arg Gin Leu Gly Asp Trp Thr Gin Glu Leu Lys 
700 705 710 

egg gtg ttt tec gag get tgc gag cag cca gag get gga aag agt ggc 2272 
Arg Val Phe Ser Glu Ala Cys Glu Gin Pro Glu Ala Gly Lys Ser Gly 
715 720 725 

ctg etc aga get gac gaa aac acc aaa aca agt ttg cca aag eta ttg 2320 
Leu Leu Arg Ala Asp Glu Asn Thr Lys Thr Ser Leu Pro Lys Leu Leu 
730 735 740 

ata gat gga cct tat gga get cca gca caa gat tac cga aag tat gat 2368 
He Asp Gly Pro Tyr Gly Ala Pro Ala Gin Asp Tyr Arg Lys Tyr Asp 
745 750 755 

gtc tta ctg ctt gtt ggt ctt ggc att gga gca act ccc ttt ata agt 2416 
Val Leu Leu Leu Val Gly Leu Gly He Gly Ala Thr Pro Phe He Ser 
760 765 770 775 

ate ctg aaa gac ttg etc aaa aac ate gtc aca atg gag gag caa gca 2464 
He Leu Lys Asp Leu Leu Lys Asn He Val Thr Met Glu Glu Gin Ala 
780 785 790 

gat tta gtc teg gat ttt tea ggg aac tea gac atg age get gca aca 2512 
Asp Leu Val Ser Asp Phe Ser Gly Asn Ser Asp Met Ser Ala Ala Thr 
795 800 805 
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agt gaa caa cca get etc aac aag att tct cca aaa aag aga aag agt 2560 
Ser Glu Gin Pro Ala Leu Asn Lys lie Ser Pro Lys Lys Arg Lys Ser 
810 815 820 

act eta aaa acc aca aat gca tat ttt tat tgg gtg acc egg gag caa 2608 
Thr Leu Lys Thr Thr Asn Ala Tyr Phe Tyr Trp Val Thr Arg Glu Gin 
825 830 835 

gga tea ttt gat tgg ttc aaa ggt gtt atg aac gaa gtg get gaa ctt 2656 
Gly Ser Phe Asp Trp Phe Lys Gly Val Met Asn Glu Val Ala Glu Leu 
840 845 850 855 

gat caa agg ggg gtc ate gag atg cat aac tac tta acg agt gtt tat 2704 
Asp Gin Arg Gly Val lie Glu Met His Asn Tyr Leu Thr Ser Val Tyr 
860 865 870 

gag gaa ggg gat gca cgt tea get etc att acc atg gtc cag gcg ctt 2752 
Glu Glu Gly Asp Ala Arg Ser Ala Leu lie Thr Met Val Gin Ala Leu 
875 880 885 

aac cat get aag aat ggg gtt gat att gta tea ggc acc agt gtg agg 2800 
Asn His Ala Lys Asn Gly Val Asp lie Val Ser Gly Thr Ser Val Arg 
890 895 900 

aca cat ttt gee aga ccg aat tgg agg aaa gta ttt tec aag acc tta 2848 
Thr His Phe Ala Arg Pro Asn Trp Arg Lys Val Phe Ser Lys Thr Leu 
905 910 915 

acc aag cat gca aat gca aga ata gga gtt ttc tac tgc ggt gca ccc 2896 
Thr Lys His Ala Asn Ala Arg He Gly Val Phe Tyr Cys Gly Ala Pro 
920 925 930 935 

ata tta get aaa gaa etc age aaa etc tgc aaa gag ttt aac caa aag 2944 
He Leu Ala Lys Glu Leu Ser Lys Leu Cys Lys Glu Phe Asn Gin Lys 
940 945 950 

ggc aca acg aag ttc gag ttt cac aaa gaa cat ttt tagaaggece 2990 
Gly Thr Thr Lys Phe Glu Phe His Lys Glu His Phe 
955 960 



tggagtacaa 


ttaatcttgc 


ateaaeggta 


cacacatcgg 


taaaccagta 


tttaccacat 


3050 


ctatctttgg 


tacctgattt 


gatgattcta 


ctgaagacat 


aacattagta 


aggaataagt 


3110 


cagagacaaa 


ttgtacataa 


taggaggaag 


cacatttaca 


gagaaaatac 


ataccaatat 


3170 


gatatgtgta 


taggttttgt 


atattcagtc 


atctgttatc 


acataccaaa 


cttcagaact 


3230 


ccaaaaggga 


gaetctgett 


tggtctgatg 


gcttagaata 


tgggagggaa 


aaaaagacga 


3290 


caattgaatg 


gtcacgatac 


acatgaagaa 


tgagaatatt 


gggaaacagc 


taataagaag 


3350 


ttgaccttct 


tgataaagaa 


acactatgaa 


aatggcaagc 


atgaaaggac 


agacaatcat 


3410 


ggcttggatg 


gggaaaacaa 


aatacaattt 


tgaaagaaga 


agataatatt 


agtaggagta 


3470 


gtgggggact 


gatagctttg 


ttggtggaac 


t tat aat ggg 


gctaagggaa 


tccttccaaa 


3530 


aaatgtctat 


gtagtaacta 


ctttttcttt 


tgctttgtga 


gtattttttg 


gggtatttta 


3590 


atatactact 


tattagataa 


gaggatagaa 


aatacgtgta 


tatgeaatte 


ttattagtaa 


3650 


agtttatctg 


tagtagttct 


ttaatctgga 


gaaaggtact 


atcaaaggaa 


atatctcatc 


3710 


gaaaaaaaaa 


aaaaaaaaaa 


aaa 








3733 
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<400> 8 

Met Arg Gly Leu Pro Gly His Glu Arg Arg Trp Thr Ser Asp Thr Val 
15 10 15 

Ser Ser Gly Lys Asp Leu Ser Gly Glu Ser Ser Pro Gly Thr Asp Ser 
20 25 30 

Gly Asn lie Ser Gly Phe Ala Ser Glu Glu Phe Val Glu Val He Leu 
35 40 45 

Asp Leu Gin Asp Asp Asp Thr He He Leu Arg Ser Val Glu Pro Ala 
50 55 60 

Thr Val lie Asn lie Asp Ala Ser Asp Pro Ala Thr Gly Val Gly He 
65 70 75 80 

Gly Gly Val Ser He Glu Thr Pro Ala Ser Leu Thr Ser Thr Ser Gly 

85 90 95 

Thr Arg Ser Pro Thr Met Arg Arg Ser Thr Ser Asn Lys Leu Arg Gin 
100 105 110 

Phe Ser Gin Glu Leu Lys Ala Glu Ala Val Ala Lys Ala Lys His Phe 
115 120 125 

Ser Gin Glu Leu Lys Ala Glu Leu Arg Arg Phe Ser Trp Ser His Gly 
130 135 140 

His Ala Ser Arg Thr Phe Ser Pro Ala Ser Phe Phe Gin Asn Ala Val 
145 150 155 160 

Val Gly Thr Gly Asn Gly Val Asp Ser Ala Leu Ala Ala Arg Ala Leu 
165 170 175 

Arg Arg Gin Arg Ala Gin Leu Asp Arg Thr Arg Ser Ser Ala His Lys 
180 185 190 

Ala Leu Arg Gly Leu Lys Phe He Ser Asn Asn Lys Thr Asn Gly Trp 
195 ' 200 205 

Asn Glu Val Glu Asn Asn Phe Ala Lys Leu Ala Lys Asp Gly Tyr Leu 
210 215 220 

Tyr Arg Ser Asp Phe Ala Gin Cys He Gly Met Lys Asp Ser Lys Glu 
225 230 235 240 

Phe Ala Leu Glu Leu Phe Asp Ala Leu Ser Arg Arg Arg Arg Leu Lys 
245 250 255 

Val Asp Lys He Ser Lys Glu Glu Leu Tyr Glu Tyr Trp Ser Gin He 
2 60 2 65 27 0 

Thr Asp Gin Ser Phe Asp Ser Arg Leu Gin He Phe Phe Asp Met Val 
275 280 285 

Asp Lys Asn Glu Asp Gly Arg He Gly Glu Glu Glu Val Lys Glu He 
290 295 300 

He Met Leu Ser Ala Ser Ala Asn Lys Leu Ser Arg Leu Lys Glu Gin 
305 310 315 320 

Ala Glu Glu Tyr Ala Ala Leu He Met Glu Glu Leu Asp Pro Glu Arg 
325 330 335 

Leu Gly Tyr He Glu Leu Trp Gin Leu Glu Thr Leu Leu Leu Gin Lys 
340 345 350 

Asp Thr Tyr Leu Asn Tyr Ser Gin Ala Leu Ser Tyr Thr Ser Gin Ala 
355 360 365 
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Leu Ser Gin Asn Leu Gin Gly Leu Arg Lys Arg Ser Pro He Arg Arg 
370 375 380 

Met Ser Thr Lys Leu Val Tyr Ser Leu Gin Glu Asn Trp Lys Arg He 
385 ^ 390 395 400 

Trp Val Leu Val Leu Trp He Leu lie Met He Gly Leu Phe Leu Trp 
405 410 415 

Lys Phe Tyr Leu Tyr Lys Gin Lys Ser Ala Phe Gin Val Met Gly Tyr 
420 425 430 

Cys Leu Leu Thr Ala Lys Gly Ala Ala Glu Thr Leu Lys Phe Asn Met 
435 440 445 

Ala Leu He Leu Leu Pro Val Cys Arg Asn Thr He Thr Phe Leu Arg 
450 455 460 

Ser Thr Lys Leu Ser Cys Phe Val Pro Phe Asp Asp Asn He Asn Phe 
465 470 475 480 

His Lys Thr Val Ala Ala Ala He Val Thr Gly He He Leu His Ala 
485 490 495 

Gly Asn His Leu Val Cys Asp Phe Pro Lys Leu He His Ala Asn Asn 
500 505 510 

Thr Asn Tyr Gin Lys Tyr Leu Val Asn Asp Phe Gly Pro Ser Gin Pro 
515 520 525 

Gin Tyr He Asp Leu Val Lys Gly Val Glu Gly Val Thr Gly He He 
530 535 540 

Met Val He Leu Met Ala He Ala Phe Thr Leu Ala Thr Arg Trp Phe 
545 550 555 560 

Arg Arg Ser Leu He Lys Phe Pro Lys Pro Phe Asp Arg Leu Thr Gly 
565 570 575 

Phe Asn Ala Phe Trp Tyr Ser His His Leu Leu He He Val Tyr He 
580 585 590 

Val Leu He He His Gly Thr Phe Leu Tyr Leu Val His Asn Trp Tyr 
595 600 605 

Ser Lys Thr Thr Trp Met Tyr Leu Ala Val Pro Val Leu Leu Tyr Ala 
610 615 620 

Gly Glu Arg Thr Leu Arg Phe Phe Arg Ser Gly Leu Tyr Thr Val Arg 
625 630 635 640 

Leu Leu Lys Val Ala He Tyr Pro Gly Asn Val Leu Thr Leu Gin Met 
645 650 655 

Ser Lys Pro Pro Gin Phe Arg Tyr Lys Ser Gly Gin Tyr Met Phe Val 
660 665 670 

Gin Cys Pro Ala Val Ser Pro Phe Glu Trp His Pro Phe Ser He Thr 
675 680 685 

Ser Ala Pro Gly Asp Asp Tyr Leu Ser He His He Arg Gin Leu Gly 
690 695 700 

Asp Trp Thr Gin Glu Leu Lys Arg Val Phe Ser Glu Ala Cys Glu Gin 
705 710 715 720 

Pro Glu Ala Gly Lys Ser Gly Leu Leu Arg Ala Asp Glu Asn Thr Lys 
725 730 735 

Thr Ser Leu Pro Lys Leu Leu He Asp Gly Pro Tyr Gly Ala Pro Ala 
740 745 750 
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Gin Asp Tyr Arg Lys Tyr Asp .Val Leu Leu Leu Val Gly Leu Gly lie 
755 760 • 765 

Gly Ala Thr Pro Phe lie Ser lie Leu Lys Asp Leu Leu Lys Asn lie 
770 775 780 

Val Thr Met Glu Glu Gin Ala Asp Leu Val Ser Asp Phe Ser Gly Asn 
785 790 795 800 

Ser Asp Met Ser Ala Ala Thr Ser Glu Gin Pro Ala Leu Asn Lys lie 
805 810 815 

Ser Pro Lys Lys Arg Lys Ser Thr Leu Lys Thr Thr Asn Ala Tyr Phe 
820 825 830 

Tyr Trp Val Thr Arg Glu Gin Gly Ser Phe Asp Trp Phe Lys Gly Val 
835 840 845 

Met Asn Glu Val Ala Glu Leu Asp Gin Arg Gly Val lie Glu Met His 
850 855 860 

Asn Tyr Leu Thr Ser Val Tyr Glu Glu Gly Asp Ala Arg Ser Ala Leu 
865 870 875 880 

lie Thr Met Val Gin Ala Leu Asn His Ala Lys Asn Gly Val Asp lie 
885 890 895 

Val Ser Gly Thr Ser Val Arg Thr His Phe Ala Arg Pro Asn Trp Arg 
900 905 910 

Lys Val Phe Ser Lys Thr Leu Thr Lys His Ala Asn Ala Arg lie Gly 
915 920 925 

Val Phe Tyr Cys Gly Ala Pro lie Leu Ala Lys Glu Leu Ser Lys Leu 
930 935 940 

Cys Lys Glu Phe Asn Gin Lys Gly Thr Thr Lys Phe Glu Phe His Lys 
945 950 955 960 

Glu His Phe 



<210> 9 
<211> 3316 
<212> DNA 

<213> Lycopersicon esculentum 

<220> 

<221> CDS 

<222> (146) . . (3112) 

<223> coding for NADPH-oxidase 

<400> 9 

cgccactcgt gccgaattcg gcacgaggct ctgaaaaact tttcatacaa agccaatcta 60 

tttctctctc tttcttttgg tcaggcttct acagaaaact ctgttttcaa cgtatattta 120 

tttattgtca tttgatttgg gacag atg agg ggt tta cct ggg cat gaa cgc 172 

Met Arg Gly Leu Pro Gly His Glu Arg 
1 5 

egg tgg acg teg gat acg gtg tct tec ggg aag gat tta agt ggt gag 220 
Arg Trp Thr Ser Asp Thr Val Ser Ser Gly Lys Asp Leu Ser Gly Glu 
10 15 20 25 

tea teg ccg gga act gat tec ggg aat att tec ggt ttt get teg gag 268 
Ser Ser Pro Gly Thr Asp Ser Gly Asn lie Ser Gly Phe Ala Ser Glu 

30 35 40 
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gag ttt gtt gaa gtt ata ctt gat ctt cag gat gat gat acg att att 316 
Glu Phe Val Glu Val lie Leu Asp Leu Gin Asp Asp Asp Thr lie He 
45 50 55 

tta egg age gtt gaa ccg get act gta ate aac att gat ggt tct gat 364 
Leu Arg Ser Val Glu Pro Ala Thr Val He Asn He Asp Gly Ser Asp 
60 65 70 

cct get tec gga gtc ggt att ggt gga gca teg att gaa act ccg gcg 412 
Pro Ala Ser Gly Val Gly He Gly Gly Ala Ser He Glu Tlir Pro Ala 
75 80 85 

teg gtg acg teg acg teg gaa act cga teg ccg atg atg cgt egg agt 460 
Ser Val Thr Ser Thr Ser Glu Thr Arg Ser Pro Met Met Arg Arg Ser 
90 95 100 105 

aca tct aat aag ttt cgt cag ttt tea cag gag ttg aaa get gag get 508 
Thr Ser Asn Lys Phe Arg Gin Phe Ser Gin Glu Leu Lys Ala Glu Ala 
110 115 120 

gtt gcg aaa gcg aag cat ttc teg caa gag ctt aaa gcg gag eta agg 556 
Val Ala Lys Ala Lys His Phe Ser Gin Glu Leu Lys Ala Glu Leu Arg 
125 130 135 

aga ttc tea tgg age cat gga cat gcg tct cgt get ttt teg ccg gcg 604 
Arg Phe Ser Trp Ser His Gly His Ala Ser Arg Ala Phe Ser Pro Ala 
140 145 150 

teg ttt ttc caa aac get gtc gtc gga aca ggc aac ggt gta gac teg 652 
Ser Phe Phe Gin Asn Ala Val Val Gly Thr Gly Asn Gly Val Asp Ser 
155 160 165 

get tta gcg get cga gca tta cgt egg cag cgt get cag etc gac egg 700 
Ala Leu Ala Ala Arg Ala Leu Arg Arg Gin Arg Ala Gin Leu Asp Arg 
170 175 180 185 

act cgt tec age gca cac aag get ctt cgt gga etc aaa ttc ate age 748 
Thr Arg Ser Ser Ala His Lys Ala Leu Arg Gly Leu Lys Phe He Ser 
190 195 200 

aat aac aaa act aac gga tgg aat gaa gtt gaa aac aat ttc get aag 796 
Asn Asn Lys Thr Asn Gly Trp Asn Glu Val Glu Asn Asn Phe Ala Lys 
205 210 215 

etc get aaa gac ggt tac ctt tat cgt tec gat ttc gca caa tgc ate 844 
Leu Ala Lys Asp Gly Tyr Leu Tyr Arg Ser Asp Phe Ala Gin Cys He 
220 225 230 

ggt cag tac tea cgc egg cga tea eta cag ttt aat tat aga tta att 892 
Gly Gin Tyr Ser Arg Arg Arg Ser Leu Gin Phe Asn Tyr Arg Leu He 
235 240 245 

aca tta att ttg att aat tat ttg gtt aaa ggt atg aag gat tea aag 940 
Thr Leu He Leu He Asn Tyr Leu Val Lys Gly Met Lys Asp Ser Lys 
250 255 260 265 

gaa ttt gcg ttg gaa ttg ttt gat get tta agt aga aga aga aga ttg 9 88 
Glu Phe Ala Leu Glu Leu Phe Asp Ala Leu Ser Arg Arg Arg Arg Leu 
270 275 280 

aag gtt gat aag att age caa gag gaa ttg tat gag tat tgg tct caa 103 6 
Lys Val Asp Lys He Ser Gin Glu Glu Leu Tyr Glu Tyr Trp Ser Gin 
285 290 295 

ate acc gat cag agt ttc gat tct egg ctt cag ate ttc ttc gac atg 1084 
He Thr Asp Gin Ser Phe Asp Ser Arg Leu Gin He Phe Phe Asp Met 
300 305 310 
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gtg gac aag aat gaa gat ggt cga att ggt gaa gaa gaa gta aaa gag 1132 
Val Asp Lys Asn Glu Asp Gly Arg lie Gly Glu Glu Glu Val Lys Glu 
315 320 325 

ate ate atg eta agt gee tct gca aac aaa tta tea aga tta aaa gaa 1180 
He He Met Leu Ser Ala Ser Ala Asn Lys Leu Ser Arg Leu Lys Glu 
330 335 340 345 

caa gca gag gag tat gca get ctg ate atg gaa gaa tta gat cct gaa 1228 
Gin Ala Glu Glu Tyr Ala Ala Leu He Met Glu Glu Leu Asp Pro Glu 
350 355 360 

aga ctt ggc tac att gag eta tgg cag ctg gaa aca ctt etc etc caa 1276 
Arg Leu Gly Tyr He Glu Leu Trp Gin Leu Glu Thr Leu Leu Leu Gin 
365 370 375 

aag gac act tac etc aac tac agt caa gca eta age tac aca age caa 1324 
Lys Asp Thr Tyr Leu Asn Tyr Ser Gin Ala Leu Ser Tyr Thr Ser Gin 
380 385 390 

get ttg age caa aat ctg caa ggg ttg agg aag aga age cca ata aga 1372 
Ala Leu Ser Gin Asn Leu Gin Gly Leu Arg Lys Arg Ser Pro He Arg 
395 400 405 

aga atg age aca aaa ctt gtc tat tea ctg caa gag aat tgg aag aga 1420 
Arg Met Ser Thr Lys Leu Val Tyr Ser Leu Gin Glu Asn Trp Lys Arg 
410 415 420 425 

att tgg gtt ctg gtc ttg tgg att ttg ata atg att gga ctt ttt ctt 1468 
He Trp Val Leu Val Leu Trp He Leu He Met He Gly Leu Phe Leu 
430 435 440 

tgg aag ttc tat cag tac aaa cag aaa agt gca ttt caa gtc atg ggt 1516 
Trp Lys Phe Tyr Gin Tyr Lys Gin Lys Ser Ala Phe Gin Val Met Gly 
445 450 455 

tat tgc ctt eta aca get aag ggt get get gag act etc aag ttc aac 1564 
Tyr Cys Leu Leu Thr Ala Lys Gly Ala Ala Glu Thr Leu Lys Phe Asn 
460 465 470 

atg get tta ata ttg ttg cca gta tgc agg aac ace att aca ttc etc 1612 
Met Ala Leu He Leu Leu Pro Val Cys Arg Asn Thr He Thr Phe Leu 
475 480 485 

agg tct act aaa ttg age tgt ttt gta ccc ttt gat gac aac ata aac 1660 
Arg Ser Thr Lys Leu Ser Cys Phe Val Pro Phe Asp Asp Asn He Asn 
490 495 500 505 

ttt cac aag act gtt get gca gee att gtc act ggt ate ata etc cat 1708 
Phe His Lys Thr Val Ala Ala Ala He Val Thr Gly He He Leu His 
510 515 520 

gec ggt aat cac ctt gta tgt gat ttc cca aag ctt ata cat gca aat 1756 
Ala Gly Asn His Leu Val Cys Asp Phe Pro Lys Leu He His Ala Asn 
525 530 535 

agt acg aat tat cag aaa tat ttg gtg aat gat ttt ggc cca age cag 1804 
Ser Thr Asn Tyr Gin Lys Tyr Leu Val Asn Asp Phe Gly Pro Ser Gin 
540 545 550 

cct cag tac ata gat ctt gtt aaa gga gtg gag ggt gtg act gga ata 1852 
Pro Gin Tyr He Asp Leu Val Lys Gly Val Glu Gly Val Thr Gly He 
555 560 565 

gtt atg gta ate etc atg gee att get ttc act ctt gca acg cga tgg 1900 
Val Met Val He Leu Met Ala He Ala Phe Thr Leu Ala Thr Arg Trp 
570 575 580 585 
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ttt agg egg age etc att aag tta ccc aaa cct ttt gat aga etc act 1948 
Phe Arg Arg Ser Leu lie Lys Leu Pro Lys Pro Plie Asp Arg Leu Thr 
590 595 600 

ggt ttc aat gcg ttc tgg tac teg cac cac ctt etc ate att gtc tac 1996 
Gly Phe Asn Ala Phe Trp Tyr Ser His His Leu Leu lie lie Val Tyr 
605 610 615 

ate gta ctg ate ate cat ggc aca ttc etc tac ctt gtg cat aac tgg 2044 
lie Val Leu He lie His Gly Thr Phe Leu Tyr Leu Val His Asn Trp 
620 625 630 

tac tec aaa acg aca tgg atg tat ata gca gtt cct gta ctt ctt tac 2092 
Tyr Ser Lys Thr Thr Trp Met Tyr He Ala Val Pro Val Leu Leu Tyr 
63 5 640 645 

gca ggg gaa aga act ctt aga ttc ttc cga tea ggc tta tac agt gtc 2140 
Ala Gly Glu Arg Thr Leu Arg Phe Phe Arg Ser Gly Leu Tyr Ser Val 
650 655 660 665 

egg ctt eta aaa gta gca ata tat cct gga aat gtc ctt act ctg caa 2188 
Arg Leu Leu Lys Val Ala lie Tyr Pro Gly Asn Val Leu Thr Leu Gin 
670 675 680 

atg tct aag cct ccg caa ttt cga tac aag agt gga cag tat atg ttt 2236 
Met Ser Lys Pro Pro Gin Phe Arg Tyr Lys Ser Gly Gin Tyr Met Phe 
685 690 695 

gtc cag tgt cca get gtt tct cca ttc gag tgg cat cca ttt tec att 2284 
Val Gin Cys Pro Ala Val Ser Pro Phe Glu Trp His Pro Phe Ser He 
700 705 710 

act tea get cct ggg gat gac tac ttg age att cat ate cga caa ctt 2332 
Thr Ser Ala Pro Gly Asp Asp Tyr Leu Ser He His He Arg Gin Leu 
715 720 725 

ggt gac tgg act caa gaa etc aag cga gtg ttt tec gag get tgc gag 2380 
Gly Asp Trp Thr Gin Glu Leu Lys Arg Val Phe Ser Glu Ala Cys Glu 
730 735 740 745 

cag cca gag get gga aag agt ggc ctg etc aga get gac gaa aac ace 2428 
Gin Pro Glu Ala Gly Lys Ser Gly Leu Leu Arg Ala Asp Glu Asn Thr 
750 755 760 

aaa aca agt ttg cca aag eta tta ata gat gga cct tat gga get cca 2476 
Lys Thr Ser Leu Pro Lys Leu Leu He Asp Gly Pro Tyr Gly Ala Pro 
765 770 775 

gca caa gat tac egg aag tat gat gtc tta ctg ctt gtt ggt ctt ggc 2524 
Ala Gin Asp Tyr Arg Lys Tyr Asp Val Leu Leu Leu Val Gly Leu Gly 
780 785 790 

att gga gca act ccc ttt ata agt ate ctg aaa gac ttg etc aaa aac 2 572 
He Gly Ala Thr Pro Phe He Ser lie Leu Lys Asp Leu Leu Lys Asn 
795 800 805 

ate gtc gca atg gag gag caa gca gat tta gtc teg gat ttc agt gga 2620 
He Val Ala Met Glu Glu Gin Ala Asp Leu Val Ser Asp Phe Ser Gly 
810 815 820 825 

aac teg gac atg agt get gca aca agt gaa caa cca get etc aac aag 2 668 
Asn Ser Asp Met Ser Ala Ala Thr Ser Glu Gin Pro Ala Leu Asn Lys 
830 835 840 

att tct cca aaa aag aga aag agt act eta aaa acc aca aat gca tat 2716 
He Ser Pro Lys Lys Arg Lys Ser Thr Leu Lys Thr Thr Asn Ala Tyr 
845 850 855 
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ttt tat tgg gtg acc egg gag caa gga tea ttt gat tgg ttc aaa ggt 2764 
Phe Tyr Trp Val Thr Arg Glu Gin Gly Ser Phe Asp Trp Phe Lys Gly 
860 865 870 

gtt atg aat gaa gtg get gaa' ctt gat caa agg ggt gtc ate gag atg 2812 
Val Met Asxi Glu Val Ala Glu Leu Asp Gin Arg Gly Val lie Glu Met 
875 880 885 

cat aac tac ttg acg agt gtt tat gag gaa ggg gat gca cgt tea get 2860 
His Asn Tyr Leu Thr Ser Val Tyr Glu Glu Gly Asp Ala Arg Ser Ala 
890 895 900 905 

etc att acc atg gtc cag gca ctt aac cat get aag aat ggg gtt gat 2908 
Leu lie Thr Met Val Gin Ala Leu Asn His Ala Lys Asn Gly Val Asp 
910 915 920 

att gta tea ggc acc agt gtg agg aca cat ttc gee agg ccg aat tgg 2956 
lie Val Ser Gly Thr Ser Val Arg Thr His Phe Ala Arg Pro Asn Trp 
925 930 935 

agg aaa gta ttt tec aag acc tta acc aag cat gca aat gca aga ata 3004 
Arg Lys Val Phe Ser Lys Thr Leu Thr Lys His Ala Asn Ala Arg He 
940 945 950 

gga gtt ttc tac tgt ggt gca ccc ata tta get aaa gaa etc age caa 3052 
Gly Val Phe Tyr Cys Gly Ala Pro He Leu Ala Lys Glu Leu Ser Gin 
955 960 965 

etc tgc aaa gag ttt aac caa aag ggc aca aca aag ttc gag ttt cac 3100 
Leu Cys Lys Glu Phe Asn Gin Lys Gly Thr Thr Lys Phe Glu Phe His 
970 975 980 985 

aaa gaa cat ttt tagaagggee tggagtatga ttaatcttgc ateaaeggta 3152 
Lys Glu His Phe 

cacacatcta tetteggtae cttatttgat tattctactg aagagataac attagtaagg 3212 

aataagtcag agataaattg tacataatag ggaagaagac tatttcaaga gaaaatacat 3272 

accaataaga tgtgaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaactcgt gecg 3316 

<210> 10 
<211> 989 
<212> PRT 

<213> Lycopersicon esculentum 
<400> 10 

Met Arg Gly Leu Pro Gly His Glu Arg Arg Trp Thr Ser Asp Thr Val 
1 5 10 15 

Ser Ser Gly Lys Asp Leu Ser Gly Glu Ser Ser Pro Gly Thr Asp Ser 
20 25 30 

Gly Asn He Ser Gly Phe Ala Ser Glu Glu Phe Val Glu Val He Leu 
35 40 45 

Asp Leu Gin Asp Asp Asp Thr He He Leu Arg Ser Val Glu Pro Ala 
50 55 60 

Thr Val He Asn He Asp Gly Ser Asp Pro Ala Ser Gly Val Gly He 
65 70 75 80 

Gly Gly Ala Ser He Glu Thr Pro Ala Ser Val Thr Ser Thr Ser Glu 

85 90 95 

Thr Arg Ser Pro Met Met Arg Arg Ser Thr Ser Asn Lys Phe Arg Gin 
100 105 110 



Phe Ser Gin Glu Leu Lys Ala Glu Ala Val Ala Lys Ala Lys His Phe 
115 120 125 
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Ser Gin Glu Leu Lys Ala Glu Leu Arg Arg Phe Ser Trp Ser His Gly 
130 135 140 

His Ala Ser Arg Ala Phe Ser Pro Ala Ser Phe Phe Gin Asn Ala Val 
145 150 155 160 

Val Gly Thr Gly Asn Gly Val Asp Ser Ala Leu Ala Ala Arg Ala Leu 
165 170 175 

Arg Arg Gin Arg Ala Gin Leu Asp Arg Thr Arg Ser Ser Ala His Lys 
180 185 190 

Ala Leu Arg Gly Leu Lys Phe lie Ser Asn Asn Lys Thr Asn Gly Trp 
195 200 205 

Asn Glu Val Glu Asn Asn Phe Ala Lys Leu Ala Lys Asp Gly Tyr Leu 
210 215 220 

Tyr Arg Ser Asp Phe Ala Gin Cys lie Gly Gin Tyr Ser Arg Arg Arg 
225 230 235 240 

Ser Leu Gin Phe Asn Tyr Arg Leu lie Thr Leu lie Leu lie Asn Tyr 
245 250 255 

Leu Val Lys Gly Met Lys Asp Ser Lys Glu Phe Ala Leu Glu Leu Phe 
260 265 270 

Asp Ala Leu Ser Arg Arg Arg Arg Leu Lys Val Asp Lys lie Ser Gin 
275 280 285 

Glu Glu Leu Tyr Glu Tyr Trp Ser Gin lie Thr Asp Gin Ser Phe Asp 
290 295 300 

Ser Arg Leu Gin lie Phe Phe Asp Met Val Asp Lys Asn Glu Asp Gly 
305 310 315 320 

Arg Ilie Gly Glu Glu Glu Val Lys Glu lie lie Met Leu Ser Ala Ser 
325 330 335 

Ala Asn Lys Leu Ser Arg Leu Lys Glu Gin Ala Glu Glu Tyr Ala Ala 
340 345 350 

Leu lie Met Glu Glu Leu Asp Pro Glu Arg Leu Gly Tyr lie Glu Leu 
355 360 365 

Trp Gin Leu Glu Thr Leu Leu Leu Gin Lys Asp Thr Tyr Leu Asn Tyr 
370 375 380 

Ser Gin Ala Leu Ser Tyr Thr Ser Gin Ala Leu Ser Gin Asn Leu Gin 
385 390 395 400 

Gly Leu Arg Lys Arg Ser Pro lie Arg Arg Met Ser Thr Lys Leu Val 
405 410 415 

Tyr Ser Leu Gin Glu Asn Trp Lys Arg He Trp Val Leu Val Leu Trp 
420 425 430 

He Leu He Met lie Gly Leu Phe Leu Trp Lys Phe Tyr Gin Tyr Lys 
435 440 445 

Gin Lys Ser Ala Phe Gin Val Met Gly Tyr Cys Leu Leu Thr Ala Lys 
450 455 460 

Gly Ala Ala Glu Thr Leu Lys Phe Asn Met Ala Leu He Leu Leu Pro 
465 470 475 480 

Val Cys Arg Asn Thr He Thr Phe Leu Arg Ser Thr Lys Leu Ser Cys 
485 490 495 

Phe Val Pro Phe Asp Asp Asn He Asn Phe His Lys Thr Val Ala Ala 
500 505 510 
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Ala lie Val Tlir Gly lie lie Leu His Ala Gly Asn His Leu Val Cys 
515 520 525 

Asp Plie Pro Lys Leu lie His Ala Asn Ser 'Thr Asn Tyr Gin Lys Tyr 
530 535 540 

Leu Val Asn Asp Phe Gly Pro Ser Gin Pro Gin Tyr lie Asp Leu Val 
545 550 555 560 

Lys Gly Val Glu Gly Val Thr Gly lie Val Met Val lie Leu Met Ala 
565 570 575 

lie Ala Phe Thr Leu Ala Thr Arg Trp Phe Arg Arg Ser Leu lie Lys 
580 585 590 

Leu Pro Lys Pro Phe Asp Arg Leu Thr Gly Phe Asn Ala Phe Trp Tyr 
595 600 605 

Ser His His Leu Leu lie lie Val Tyr lie Val Leu lie lie His Gly 
610 615 620 

Thr Phe Leu Tyr Leu Val His Asn Trp Tyr Ser Lys Thr Thr Trp Met 
625 630 635 640 

Tyr lie Ala Val Pro Val Leu Leu Tyr Ala Gly Glu Arg Thr Leu Arg 
645 650 655 

Phe Phe Arg Ser Gly Leu Tyr Ser Val Arg Leu Leu Lys Val Ala lie 
660 665 670 

Tyr Pro Gly Asn Val Leu Thr Leu Gin Met Ser Lys Pro Pro Gin Phe 
675 680 685 

Arg Tyr Lys Ser Gly Gin Tyr Met Phe Val Gin Cys Pro Ala Val Ser 
690 " 695 700 

Pro Phe Glu Trp His Pro Phe Ser He Thr Ser Ala Pro Gly Asp Asp 
705 710 715 720 

Tyr Leu Ser He His He Arg Gin Leu Gly Asp Trp Thr Gin Glu Leu 
725 730 735 

Lys Arg Val Phe Ser Glu Ala Cys Glu Gin Pro Glu Ala Gly Lys Ser 
740 745 750 

Gly Leu Leu Arg Ala Asp Glu Asn Thr Lys Thr Ser Leu Pro Lys Leu 
755 760 765 

Leu He Asp Gly Pro Tyr Gly Ala Pro Ala Gin Asp Tyr Arg Lys Tyr 
770 775 780 

Asp Val Leu Leu Leu Val Gly Leu Gly He Gly Ala Thr Pro Phe He 
785 790 795 800 

Ser He Leu Lys Asp Leu Leu Lys Asn He Val Ala Met Glu Glu Gin 
805 810 815 

Ala Asp Leu Val Ser Asp Phe Ser Gly Asn Ser Asp Met Ser Ala Ala 
820 825 830 

Thr Ser Glu Gin Pro Ala Leu Asn Lys He Ser Pro Lys Lys Arg Lys 
835 840 845 

Ser Thr Leu Lys Thr Thr Asn Ala Tyr Phe Tyr Trp Val Thr Arg Glu 
850 855 860 

Gin Gly Ser Phe Asp Trp Phe Lys Gly Val Met Asn Glu Val Ala Glu 
865 870 875 880 

Leu Asp Gin Arg Gly Val He Glu Met His Asn Tyr Leu Thr Ser Val 



885 



890 



895 
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Tyr Glu Glu Gly Asp Ala Arg Ser Ala Leu lie Thr Met Val Gin Ala 
900 905 910 

Leu Asn His Ala Lys Asn Gly Val Asp lie Val Ser Gly Thr Ser Val 
915 ' 920 925 

Arg Thr His Phe Ala Arg Pro Asn Trp Arg Lys Val Phe Ser Lys Thr 
930 935 940 

Leu Thr Lys His Ala Asn Ala Arg lie Gly Val Phe Tyr Cys Gly Ala 
945 950 955 960 

Pro lie Leu Ala Lys Glu Leu Ser Gin Leu Cys Lys Glu Phe Asn Gin 
965 970 975 

Lys Gly Thr Thr Lys Phe Glu Phe His Lys Glu His Phe 
980 985 



<210> 11 
<211> 3080 
<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (15) . . (2846) 

<223> coding for NADPH-oxidase 

<400> 11 

ccgactttgg atct atg aaa ccg ttc tea aag aac gat egg cga egg tgg 50 
Met Lys Pro Phe Ser Lys Asn Asp Arg Arg Arg Trp 
15 10 

tea ttt gat tea gtt tec gee gga aaa acc gee gtc gga agt gca tea 98 
Ser Phe Asp Ser Val Ser Ala Gly Lys Thr Ala Val Gly Ser Ala Ser 
15 20 25 

act tea ccg gga act gaa tac tec att aac ggt gat caa gag ttc gtt 146 
Thr Ser Pro Gly Thr Glu Tyr Ser lie Asn Gly Asp Gin Glu Phe Val 
30 35 40 

gaa gtc aca ate gat ctt caa gac gat gac aca ate gtt ctt cgt age 194 
Glu Val Thr He Asp Leu Gin Asp Asp Asp Thr He Val Leu Arg Ser 
45 50 55 60 

gtc gag cca gca acc gec att aat gtc ate gga gat ate tec gac gac 242 
Val Glu Pro Ala Thr Ala He Asn Val He Gly Asp lie Ser Asp Asp 

65 70 75 

aac acc gga ata atg act ccg gtt teg att teg aga tct ccg acg atg 290 
Asn Thr Gly He Met Thr Pro Val Ser He Ser Arg Ser Pro Thr Met 
80 85 90 

aaa cga act tea tct aat egg ttc cga caa ttc tea caa gag ctt aaa 338 
Lys Arg Thr Ser Ser Asn Arg Phe Arg Gin Phe Ser Gin Glu Leu Lys 
95 100 105 

gee gaa get gtg gcg aaa gcg aaa cag tta tct cag gag ttg aaa cga 38 6 
Ala Glu Ala Val Ala Lys Ala Lys Gin Leu Ser Gin Glu Leu Lys Arg 
110 115 120 

ttc tea tgg tct cgt tct ttc tea ggt aac tta acc act act agt acc 434 
Phe Ser Trp Ser Arg Ser Phe Ser Gly Asn Leu Thr Thr Thr Ser Thr 
125 130 135 140 

gee get aat caa age ggc ggt get ggt ggt ggt ttg gtg aac teg get 482 
Ala Ala Asn Gin Ser Gly Gly Ala Gly Gly Gly Leu Val Asn Ser Ala 
145 150 155 
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tta gaa gcg cga gcg ttg cga aag caa cgt get cag tta gat egg act 530 
Leu Glu Ala Arg Ala Leu Arg Lys Gin Arg Ala Gin Leu Asp Arg Thr 
160 165 170 

egg tct agt get caa aga get ctt cgt ggt ttg aga ttc att age aat 578 
Arg Ser Ser Ala Gin Arg Ala Leu Arg Gly Leu Arg Phe lie Ser Asn 
175 180 185 

aag caa aag aac gtt gat ggt tgg aac gat gtt caa tea aat ttc gaa 626 
Lys Gin Lys Asn Val Asp Gly Trp Asn Asp Val Gin Ser Asn Phe Glu 
190 195 200 

aaa ttc gaa aaa aat ggt tac ate tat cgc tec gat ttc get caa tgc 674 
Lys Phe Glu Lys Asn Gly Tyr He Tyr Arg Ser Asp Phe Ala Gin Cys 
205 210 215 220 

ata gga atg aaa gat teg aaa gaa ttt gca ttg gaa ctg ttc gat gca 722 
He Gly Met Lys Asp Ser Lys Glu Phe Ala Leu Glu Leu Phe Asp Ala 
225 230 235 

ttg agt aga aga aga aga tta aaa gta gag aaa ate aat cac gat gag 770 
Leu Ser Arg Arg Arg Arg Leu Lys Val Glu Lys He Asn His Asp Glu 
240 245 250 

ctt tat gag tat tgg tea caa ate aac gac gag agt ttt gat tct cgt 818 
Leu Tyr Glu Tyr Trp Ser Gin He Asn Asp Glu Ser Phe Asp Ser Arg 
255 260 265 

etc cag ate ttc ttc gac ata gtg gac aag aat gaa gat ggg aga att 866 
Leu Gin He Phe Phe Asp He Val Asp Lys Asn Glu Asp Gly Arg He 
270 275 280 

aca gaa gag gaa gta aaa gag ata ata atg ttg agt gca tct gca aat 914 
Thr Glu Glu Glu Val Lys Glu He He Met Leu Ser Ala Ser Ala Asn 
285 290 295 300 

aag eta tea aga tta aag gaa caa gca gag gaa tat gca get ttg att 962 
Lys Leu Ser Arg Leu Lys Glu Gin Ala Glu Glu Tyr Ala Ala Leu He 
305 310 315 

atg gaa gag tta gat cct gaa aga ctt ggc tac ata gag eta tgg caa 1010 
Met Glu Glu Leu Asp Pro Glu Arg Leu Gly Tyr He Glu Leu Trp Gin 
320 325 330 

eta gag act ttg ctt eta caa aaa gac aca tac etc aat tac agt caa 1058 
Leu Glu Thr Leu Leu Leu Gin Lys Asp Thr Tyr Leu Asn Tyr Ser Gin 
335 340 345 

gca ttg age tat acg age caa gca ttg age caa aac ctt caa ggg tta 1106 
Ala Leu Ser Tyr Thr Ser Gin Ala Leu Ser Gin Asn Leu Gin Gly Leu 
350 355 360 

agg gga aag agt cga ata cat aga atg agt teg gat ttc gtc tac att 1154 
Arg Gly Lys Ser Arg He His Arg Met Ser Ser Asp Phe Val Tyr He 
365 370 375 380 

atg caa gag aat tgg aaa agg ata tgg gtt tta tec tta tgg ate atg 1202 
Met Gin Glu Asn Trp Lys Arg He Tip Val Leu Ser Leu Trp He Met 
385 390 395 

ate atg ate gga tta ttc ttg tgg aaa ttc ttc caa tac aag caa aaa 1250 
He Met He Gly Leu Phe Leu Trp Lys Phe Phe Gin Tyr Lys Gin Lys 
400 405 410 

gat gca ttt cat gtg atg gga tat tgt tta etc aca gec aaa gga gca 1298 
Asp Ala Phe His Val Met Gly Tyr Cys Leu Leu Thr Ala Lys Gly Ala 
415 420 425 
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get gaa aca ctt aaa ttc aac atg get eta ata ctt ttc cca gtt tgc 1346 
Ala Glu Thr Leu Lys Phe Asn Met Ala Leu lie Leu Phe Pro Val Cys 
430 435 440 

aga aac ace att act tgg ctt aga tec aca aga etc tct tac ttc gtt 1394 
Arg Asn Thr lie Thr Trp Leu Arg Ser Thr Arg Leu Ser Tyr Phe Val 
445 450 455 460 

cct ttt gat gat aat ate aac ttc cac aag aca att get gga gee att 1442 
Pro Phe Asp Asp Asn lie Asn Phe His Lys Thr lie Ala Gly Ala lie 
465 470 ~ 475 

gta gta get gtg ate ctt cat att gga gac cat ctt get tgt gat ttc 1490 
Val Val Ala Val He Leu His He Gly Asp His Leu Ala Cys Asp Phe 
480 485 490 

cct aga att gtt aga gee ace gaa tac gat tac aat egg tat ctg ttt 1538 
Pro Arg He Val Arg Ala Thr Glu Tyr Asp Tyr Asn Arg Tyr Leu Phe 
495 500 505 

cat tac ttt caa aca aaa cag cca aca tac ttc gac etc gtt aag gga 1586 
His Tyr Phe Gin Thr Lys Gin Pro Thr Tyr Phe Asp Leu Val Lys Gly 
510 515 520 

cct gaa gga ate act ggg att tta atg gtc att ttg atg att att tea 1634 
Pro Glu Gly He Thr Gly He Leu Met Val He Leu Met He He Ser 
525 530 535 540 

ttc aca tta gca aca aga tgg ttt agg cgt aac eta gtc aag ctt cct 1682 
Phe Thr Leu Ala Thr Arg Trp Phe Arg Arg Asn Leu Val Lys Leu Pro 
545 550 " 555 

aag cca ttt gat cga eta ace ggt ttt aac gee ttt tgg tat teg cat 1730 
Lys Pro Phe Asp Arg Leu Thr Gly Phe Asn Ala Phe Trp Tyr Ser His 
560 565 570 

cat ttg ttc gtc att gtt tat ate ttg ctt att ctt cat ggt ate ttc 1778 
His Leu Phe Val He Val Tyr He Leu Leu He Leu His Gly He Phe 
575 580 585 

etc tat ttc gee aag cct tgg tat gtt cgt acg aca tgg atg tat ctt 1826 
Leu Tyr Phe Ala Lys Pro Trp Tyr Val Arg Thr Thr Trp Met Tyr Leu 
590 595 600 

gca gta cca gtt tta etc tat ggt gga gaa aga aca ctt agg tac ttc 1874 
Ala Val Pro Val Leu Leu Tyr Gly Gly Glu Arg Thr Leu Arg Tyr Phe 
605 610 615 620 

cgt tct ggt tct tat teg gtt cga ctg ctt aag gtt get ata tat cct 1922 
Arg Ser Gly Ser Tyr Ser Val Arg Leu Leu Lys Val Ala He Tyr Pro 
625 630 635 

ggt aat gtt eta acg eta caa atg teg aaa cca act caa ttt cgt tac 1970 
Gly Asn Val Leu Thr Leu Gin Met Ser Lys Pro Thr Gin Phe Arg Tyr 
640 645 650 

aaa age gga caa tac atg ttt gtc caa tgt cct gcg gtt teg cca ttc 2018 
Lys Ser Gly Gin Tyr Met Phe Val Gin Cys Pro Ala Val Ser Pro Phe 
655 660 665 

gag tgg cat cca ttc tea att act tec gca cct gaa gat gat tat ate 2066 
Glu Trp His Pro Phe Ser He Thr Ser Ala Pro Glu Asp Asp Tyr He 
670 675 680 

age att cac att aga caa ctt ggt gat tgg act caa gaa etc aaa aga 2114 
Ser He His He Arg Gin Leu Gly Asp Trp Thr Gin Glu Leu Lys Arg 
685 690 695 700 
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gta ttc tct gaa gtt tgt gag cca ccg gtt ggc ggt aaa age gga ctt 2162 
Val Phe Ser Glu Val Cys Glu Pro Pro Val Gly Gly Lys Ser Gly Leu 
705 710 715 

etc aga gec gac gaa aca aca aag aaa agt ttg cca aag eta ttg ata 2210 
Leu Arg Ala Asp Glu Thr Thr Lys Lys Ser Leu Pro Lys Leu Leu lie 
720 725 730 

gat gga ccg tac ggt gca cca gca caa gat tat agg aaa tat gat gtt 2258 
Asp Gly Pro Tyr Gly Ala Pro Ala Gin Asp Tyr Arg Lys Tyr Asp Val 
735 740 745 

etc tta tta gtt ggt ctt ggc att ggt gca act cca ttt ate agt ate 2306 
Leu Leu Leu Val Gly Leu Gly lie Gly Ala Thr Pro Phe lie Ser He 
750 755 760 

ttg aaa gat ttg ctt aac aac att gtt aaa atg gaa gag cat gcg gat 2354 
Leu Lys Asp Leu Leu Asn Asn He Val Lys Met Glu Glu His Ala Asp 
765 770 775 780 

teg ate teg gat ttc agt aga tea tea gaa tac age aca gga age aac 2402 
Ser He Ser Asp Phe Ser Arg Ser Ser Glu Tyr Ser Thr Gly Ser Asn 
785 790 795 

ggt gac acg cca aga cga aag aga ata eta aaa ace aca aat get tat 2450 
Gly Asp Thr Pro Arg Arg Lys Arg He Leu Lys Thr Thr Asn Ala Tyr 
800 805 810 

ttc tac tgg gtc aca aga gaa caa ggc tct ttt gat tgg ttc aaa ggt 2498 
Phe Tyr Trp Val Thr Arg Glu Gin Gly Ser Phe Asp Trp Phe Lys Gly 
815 820 825 

gtc atg aac gaa gtt gca gaa ctt gac caa egg ggt gtg ata gag atg 2546 
Val Met Asn Glu Val Ala Glu Leu Asp Gin Arg Gly Val He Glu Met 
830 835 840 v ' 

cat aac tat tta aca agt gtg tat gaa gaa ggt gat get cgt tct get 2594 
His Asn Tyr Leu Thr Ser Val Tyr Glu Glu Gly Asp Ala Arg Ser Ala 
845 850 855 860 

etc att aca atg gtt caa get ctt aat cat gee aaa aat ggt gtc gac 2642 
Leu He Thr Met Val Gin Ala Leu Asn His Ala Lys Asn Gly Val Asp 
865 870 875 

att gtc tct ggc act agg gtc aga aca cac ttt gca aga cct aat tgg 2 690 
He Val Ser Gly Thr Arg Val Arg Thr His Phe Ala Arg Pro Asn Trp 
880 885 890 

aag aag gtt etc aca aag eta agt tec aag cat tgc aat gca aga aca 2738 
Lys Lys Val Leu Thr Lys Leu Ser Ser Lys His Cys Asn Ala Arg Thr 
895 900 905 

gga gtg ttt tat tgc gga gta ccg gtt tta ggg aag gag ctt age aaa 2786 
Gly Val Phe Tyr Cys Gly Val Pro Val Leu Gly Lys Glu Leu Ser Lys 
910 915 920 

eta tgc aac aca ttc aat caa aaa ggt tea acc aag ttt gaa ttt cac 2834 
Leu Cys Asn Thr Phe Asn Gin Lys Gly Ser Thr Lys Phe Glu Phe His 
925 930 935 940 

aag gag cat ttc taaaagacaa gaaggaagaa gccaaaagcc ctctagattc 2886 
Lys Glu His Phe 

tttaatatct caaatttagc cacttatagt ataaaggcaa tctcttcact atttaattca 2946 
aagtgattaa aegttaacac actgtcaaaa gtgagtgtgt taacgtttag ctccacacgt 300 6 
tctaggttta tatacaccga ggcatacgtg taaatatacg agacagaaga aattcaaggg 3066 
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ggtttgatag aagc 3 080 

<210> 12 
<211> 944 
<212> PRT 

<213> Arabiciopsis thaliana 
<400> 12 

Met Lys Pro Phe Ser Lys Asn Asp Arg Arg Arg Trp Ser Phe Asp Ser 
15 10 15 

Val Ser Ala Gly Lys Thr Ala Val Gly Ser Ala Ser Thr Ser Pro Gly 
20 25 30 

Thr Glu Tyr Ser He Asn Gly Asp Gin Glu Phe Val Glu Val Thr He 
35 40 45 

Asp Leu Gin Asp Asp Asp Thr He Val Leu Arg Ser Val Glu Pro Ala 
50 55 60 

Thr Ala He Asn Val He Gly Asp He Ser Asp Asp Asn Thr Gly He 
65 70 .75 80 

Met Thr Pro Val Ser He Ser Arg Ser Pro Thr Met Lys Arg Thr Ser 

85 90 95 

Ser Asn Arg Phe Arg Gin Phe Ser Gin Glu Leu Lys Ala Glu Ala Val 
100 105 110 

Ala Lys Ala Lys Gin Leu Ser Gin Glu Leu Lys Arg Phe Ser Trp Ser 
115 120 125 

Arg Ser Phe Ser Gly Asn Leu Thr Thr Thr Ser Thr Ala Ala Asn Gin 
130 135 140 

Ser Gly Gly Ala Gly Gly Gly Leu Val Asn Ser Ala Leu Glu Ala Arg 
145 ~ "* 150 155 160 

Ala Leu Arg Lys Gin Arg Ala Gin Leu Asp Arg Thr Arg Ser Ser Ala 
165 170 175 

Gin Arg Ala Leu Arg Gly Leu Arg Phe He Ser Asn Lys Gin Lys Asn 
180 185 190 

Val Asp Gly Trp Asn Asp Val Gin Ser Asn Phe Glu Lys Phe Glu Lys 
195 200 2 05 

Asn Gly Tyr He Tyr Arg Ser Asp Phe Ala Gin Cys He Gly Met Lys 
210 215 220 

Asp Ser Lys Glu Phe Ala Leu Glu Leu Phe Asp Ala Leu Ser Arg Arg 
225 230 235 240 

Arg Arg Leu Lys Val Glu Lys He Asn His Asp Glu Leu Tyr Glu Tyr 
245 250 255 

Trp Ser Gin He Asn Asp Glu Ser Phe Asp Ser Arg Leu Gin He Phe 
260 265 270 

Phe Asp He Val Asp Lys Asn Glu Asp Gly Arg He Thr Glu Glu Glu 
275 280 285 

Val Lys Glu He He Met Leu Ser Ala Ser Ala Asn Lys Leu Ser Arg 
290 295 300 

Leu Lys Glu Gin Ala Glu Glu Tyr Ala Ala Leu He Met Glu Glu Leu 
305 310 315 320 

Asp Pro Glu Arg Leu Gly Tyr He Glu Leu Trp Gin Leu Glu Thr Leu 
325 330 335 
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Leu Leu Gin Lys Asp Thr Tyr Leu Asn Tyr Ser Gin Ala Leu Ser Tyr 
340 345 350 

Thr Ser Gin Ala Leu Ser Gin Asn Leu Gin Gly Leu Arg Gly Lys Ser 
355 360 365 

Arg lie His Arg Met Ser Ser Asp Phe Val Tyr lie Met Gin Glu Asn 
370 375 380 

Trp Lys Arg lie Trp Val Leu Ser Leu Trp lie Met lie Met lie Gly 
385 390 395 400 

Leu Plie Leu Trp Lys Phe Phe Gin Tyr Lys Gin Lys Asp Ala Phe His 
405 410 415 

. Val Met Gly Tyr Cys Leu Leu Thr Ala Lys Gly Ala Ala Glu Thr Leu 
420 425 430 

Lys Phe Asn Met Ala Leu lie Leu Phe Pro Val Cys Arg Asn Thr lie 
435 440 445 

Thr Trp Leu Arg Ser Thr Arg Leu Ser Tyr Phe Val Pro Phe Asp Asp 
450 455 460 

Asn lie Asn Phe His Lys Thr lie Ala Gly Ala lie Val Val Ala Val 
465 470 475 480 

lie Leu His lie Gly Asp His Leu Ala Cys Asp Phe Pro Arg lie Val 
485 490 ~ 495 

Arg Ala Thr Glu Tyr Asp Tyr Asn Arg Tyr Leu Phe His Tyr Phe Gin 
500 505 510 

Thr Lys Gin Pro Thr Tyr Phe Asp Leu Val Lys Gly Pro Glu Gly lie 
515 520 525 

Thr Gly He Leu Met Val He Leu Met He He Ser Phe Thr Leu Ala 
530 535 540 

Thr Arg Trp Phe Arg Arg Asn Leu Val Lys Leu Pro Lys Pro Phe Asp 
545 550 555 560 

Arg Leu Thr Gly Phe Asn Ala Phe Trp Tyr Ser His His Leu Phe Val 
565 570 575 

He Val Tyr He Leu Leu He Leu His Gly He Phe Leu Tyr Phe Ala 
580 585 590 

Lys Pro Trp Tyr Val Arg Thr Thr Trp Met Tyr Leu Ala Val Pro Val 
595 600 605 

Leu Leu Tyr Gly Gly Glu Arg Thr Leu Arg Tyr Phe Arg Ser Gly Ser 
610 615 620 

Tyr Ser Val Arg Leu Leu Lys Val Ala He Tyr Pro Gly Asn Val Leu 
625 630 635 640 

Thr Leu Gin Met Ser Lys Pro Thr Gin Phe Arg Tyr Lys Ser Gly Gin 
645 650 655 

Tyr Met Phe Val Gin Cys Pro Ala Val Ser Pro Phe Glu Trp His Pro 
660 665 670 

Phe Ser He Thr Ser Ala Pro Glu Asp Asp Tyr He Ser He His He 
675 680 685 

Arg Gin Leu Gly Asp Trp Thr Gin Glu Leu Lys Arg Val Phe Ser Glu 
690 695 700 

Val Cys Glu Pro Pro Val Gly Gly Lys Ser Gly Leu Leu Arg Ala Asp 
705 710 715 720 



WO 2004/009820 ^^T/EP2003/007589 



Glu Thr Thr Lys Lys Ser Leu Pro Lys Leu Leu He Asp Gly Pro Tyr 
725 730 735 

Gly Ala Pro Ala Gin Asp Tyr Arg Lys Tyr Asp Val Leu Leu Leu Val 
740 745 750 

Gly Leu Gly He Gly Ala Thr Pro Phe He Ser He Leu Lys Asp Leu 
755 760 765 

Leu Asn Asn He Val Lys Met Glu Glu His Ala Asp Ser He Ser Asp 
770 775 780 

Phe Ser Arg Ser Ser Glu Tyr Ser Thr Gly Ser Asn Gly Asp Thr Pro 
785 790 795 800 

Arg Arg Lys Arg He Leu Lys Thr Thr Asn Ala Tyr Phe Tyr Trp Val 
805 810 815 

Thr Arg Glu Gin Gly Sex Phe Asp Trp Phe Lys Gly Val Met Asn Glu 
820 * 825 830 

Val Ala Glu Leu Asp Gin Arg Gly Val He Glu Met His Asn Tyr Leu 
835 840 845 

Thr Ser Val Tyr Glu Glu Gly Asp Ala Arg Ser Ala Leu He Thr Met 
850 855 860 

Val Gin Ala Leu Asn His Ala Lys Asn Gly Val Asp He Val Ser Gly 
865 870 875 880 

Thr Arg Val Arg Thr His Phe Ala Arg Pro Asn Trp Lys Lys Val Leu 
885 890 895 

Thr Lys Leu Ser Ser Lys His Cys Asn Ala Arg Thr Gly Val Phe Tyr 
900 905 910 

Cys Gly Val Pro Val Leu Gly Lys Glu Leu Ser Lys Leu Cys Asn Thr 
915 920 925 

Phe Asn Gin Lys Gly Ser Thr Lys Phe Glu Phe His Lys Glu His Phe 
930 935 940 



<210> 13 • 
<211> 3035 
<212> DNA 

<213> Arahidopsis thaliana 

<220> 
<221> CDS 

<222> (132) . . (2894) 

<223> coding for NADPH-oxidase 

<400> 13 

tcaaacacct tttgagagcg gttatttttt ctctatcaac taatacagta accttacggg 60 

tgtttatttg tatagatctc tgtggttttc ttggccaact ctagtgagat ctttttcgtt 120 

tctcgaattc g atg aaa atg aga cga ggc aat tea agt aac gac cat gaa 170 
Met Lys Met Arg Arg Gly Asn Ser Ser Asn Asp His Glu 
15 10 

ctt ggg att eta cga gga get aac teg gac ace aac teg gac acg gag 218 
Leu Gly He Leu Arg Gly Ala Asn Ser Asp Thr Asn Ser Asp Thr Glu 
15 20 25 

age ate get age gac cgt ggt gee ttt age ggt ccg ctt ggc egg cct 266 
Ser He Ala Ser Asp Arg Gly Ala Phe Ser Gly Pro Leu Gly Arg Pro 
30 35 40 45 
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aaa cgt gcg tec aag aaa aac gca aga ttc gec gac gat ctt ccc aag 314 
Lys Arg Ala Ser Lys Lys Asn Ala Arg Phe Ala Asp Asp Leu Pro Lys 

50 55 60 

aga age aat agt gtt get ggc ggc cgt ggt gat gac gat gag tac gtg 362 
Arg Ser Asn Ser Val Ala Gly Gly Arg Gly Asp Asp Asp Glu Tyr Val 
65 70 75 

gag ate acg eta gac ate agg gac gac teg gtg gee gtc cat agt gtc 410 
Glu lie Thr Leu Asp lie Arg Asp Asp Ser Val Ala Val His Ser Val 
80 85 90 

caa caa gca get gga ggt gga ggc cac ctg gag gac ccg gag eta gee 458 
Gin Gin Ala Ala Gly Gly Gly Gly His Leu Glu Asp Pro Glu Leu Ala 
95 100 105 

ctt ctt acg aag aag act etc gag age age etc aac aac ace ace tec 506 
Leu Leu Thr Lys Lys Thr Leu Glu Ser Ser Leu Asn Asn Thr Thr Ser 
110 * 115 120 125 

tta tct ttc ttc cga age acc tec tea cgc ate aag aac gee tec cgc 554 
Leu Ser Phe Phe Arg Ser Thr Ser Ser Arg lie Lys Asn Ala Ser Arg 
130 135 140 

gag etc cgc cgc gtg ttc tct aga cgt ccc tec ccg gee gtg egg egg 602 
Glu Leu Arg Arg Val Phe Ser Arg Arg Pro Ser Pro Ala Val Arg Arg 
145 150 155 

ttt gac cgc acg age tec gcg gee ate cac gca etc aaa ggt etc aag 650 
Phe Asp Arg Thr Ser Ser Ala Ala lie His Ala Leu Lys Gly Leu Lys 
160 165 170 

ttc att gee acc aag acg gee gca tgg ccg gee gtc gac caa cgt ttc 698 
Phe lie Ala Thr Lys Thr Ala Ala Trp Pro Ala Val Asp Gin Arg Phe 
175 180 185 

gat aaa etc tec get gat tec aac ggc etc tta etc tct gee aag ttt 746 
Asp Lys Leu Ser Ala Asp Ser Asn Gly Leu Leu Leu Ser Ala Lys Phe 
190 195 200 205 

tgg gaa tgc tta gga atg aat aag gaa tct aaa gac ttc get gac cag 794 
Trp Glu Cys Leu Gly Met Asn Lys Glu Ser Lys Asp Phe Ala Asp Gin 
210 215 220 

etc ttt aga gca tta get cgc egg aat aac gtc tec ggc gat gca ate 842 
Leu Phe Arg Ala Leu Ala Arg Arg Asn Asn Val Ser Gly Asp Ala lie 
225 230 235 

aca aag gaa cag ctt agg ata ttc tgg gaa cag ate tea gac gaa age 890 
Thr Lys Glu Gin Leu Arg lie Phe Trp Glu Gin lie Ser Asp Glu Ser 
240 245 250 

ttt gat gee aaa etc caa gtc ttt ttt gac atg gtg gac aaa gat gaa 938 
Phe Asp Ala Lys Leu Gin Val Phe Phe Asp Met Val Asp Lys Asp Glu 
255 260 265 

gat ggg cga gta aca gaa gaa gag gtg get gag att att agt ctt agt 986 
Asp Gly Arg Val Thr Glu Glu Glu Val Ala Glu lie lie Ser Leu Ser 
270 275 280 285 

get tct gca aac aag etc tea aat att caa aag caa gee aaa gaa tat 1034 
Ala Ser Ala Asn Lys Leu Ser Asn lie Gin Lys Gin Ala Lys Glu Tyr 
290 295 300 

gcg gca ctg ata atg gaa gag ttg gac cca gac aat get ggg ttt att 1082 
Ala Ala Leu lie Met Glu Glu Leu Asp Pro Asp Asn Ala Gly Phe He 
305 310 315 
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atg ate gaa aac ttg gaa atg ttg eta tta caa gca ccg aac cag teg 1130 
Met He Glu Asn Leu Glu Met Leu Leu Leu Gin Ala Pro Asn Gin Ser 
320 325 330 

gtg egg atg gga gac age agg ata ctt agt cag atg tta agt cag aag 1178 
Val Arg Met Gly Asp Ser Arg He Leu Ser Gin Met Leu Ser Gin Lys 
335 340 345 

ctt aga ccg gca aaa gag age aac cct tta ttg aga tgg teg gag aaa 1226 
Leu Arg Pro Ala Lys Glu Ser Asn Pro Leu Leu Arg Trp Ser Glu Lys 
350 355 360 365 

ate aaa tat ttc ata ctt gat aat tgg cag aga tta tgg ate atg atg 1274 
lie Lys Tyr Phe lie Leu Asp Asn Trp Gin Arg Leu Trp He Met Met 
370 375 380 

tta tgg ctt ggc ate tgt ggt ggc etc ttt act tat aaa ttc att cag 1322 
Leu Trp Leu Gly He Cys Gly Gly Leu Phe Thr Tyr Lys Phe He Gin 
385 390 395 

tac aag aac aaa get gee tat ggt gtg atg ggt tat tgt gtt tgt gtc 1370 
Tyr Lys Asn Lys Ala Ala Tyr Gly Val Met Gly Tyr Cys Val Cys Val 
400 405 410 

gee aaa gga ggc gee gag act etc aaa ttc aac atg get etc ata ttg 1418 
Ala Lys Gly Gly Ala Glu Thr Leu Lys Phe Asn Met Ala Leu He Leu 
415 420 425 

ttg cct gtt tgt cga aac ace ate act tgg ctt agg aac aag acc aag 1466 
Leu Pro Val Cys Arg Asn Thr He Thr Trp Leu Arg Asn Lys Thr Lys 
430 435 440 445 

ctt ggt act gtc gtt cct ttt gat gat agt ctt aac ttc cac aag gtt 1514 
Leu Gly Thr Val Val Pro Phe Asp Asp Ser Leu Asn Phe His Lys Val 
450 455 460 

att gca age ggg ata gtc gtc ggt gtt ttg etc cat gcg ggt gee cat 1562 
He Ala Ser Gly He Val Val Gly Val Leu Leu His Ala Gly Ala His 
465 470 475 

tta acg tgt gat ttt cca cgt tta att gec gcg gat gag gac acc tat 1610 
Leu Thr Cys Asp Phe Pro Arg Leu lie Ala Ala Asp Glu Asp Thr Tyr 
480 485 490 

gag ccg atg gaa aaa tac ttt ggg gat caa ccg act age tac tgg tgg 1658 
Glu Pro Met Glu Lys Tyr Phe Gly Asp Gin Pro Thr Ser Tyr Trp Trp 
495 500 505 

ttt gtg aaa gga gtg gaa gga tgg act ggc att gtg atg gtt gtg eta 1706 
Phe Val Lys Gly Val Glu Gly Trp Thr Gly He Val Met Val Val Leu 
510 515 520 525 

atg get ata gee ttt aca etc get acg cct tgg ttc cga cgt aac aag 1754 
Met Ala He Ala Phe Thr Leu Ala Thr Pro Trp Phe Arg Arg Asn Lys 
530 535 540 

ctt aac tta cct aac ttc etc aag aag ctt acc ggt ttc aac gee ttt 1802 
Leu Asn Leu Pro Asn Phe Leu Lys Lys Leu Thr Gly Phe Asn Ala Phe 
545 550 555 

tgg tac acc cac cat ttg ttc ate att gtt tat get ctt etc att gtc 1850 
Trp Tyr Thr His His Leu Phe He He Val Tyr Ala Leu Leu He Val 
560 565 570 

cat ggt ate aag etc tac etc aca aag att tgg tat cag aag acg aca 1898 
His Gly He Lys Leu Tyr Leu Thr Lys He Trp Tyr Gin Lys Thr Thr 
575 580 585 



WO 2004/009820 ^CT/EP2003/007589 



tgg atg tat ctt get gta ccc ate ctt eta tat gca tct gag agg ctg 1946 
Trp Met Tyr Leu Ala Val Pro lie Leu Leu Tyr Ala Ser Glu Arg Leu 
590 595 600 605 

etc cgt get ttc aga tea age ate aaa ccg gtt aag atg ate aag gtg 1994 
Leu Arg Ala Phe Arg Ser Ser lie Lys Pro Val Lys Met lie Lys Val 
610 615 620 

get gtt tac ccc ggg aac gtg ttg tct eta cac atg acg aag cca caa 2042 
Ala Val Tyr Pro Gly Asn Val Leu Ser Leu His Met Thr Lys Pro Gin 
625 630 635 

gga ttc aaa tac aaa agt gga cag ttc atg ttg gtg aac tgc cga gee 2090 
Gly Phe Lys Tyr Lys Ser Gly Gin Phe Met Leu Val Asn Cys Arg Ala 
640 645 650 

gta tct cca ttc gaa tgg cat cct ttc tea ate aca tea get ccc gga 2138 
Val Ser Pro Phe Glu Trp His Pro Phe Ser lie Thr Ser Ala Pro Gly 
655 660 665 

gac gat tac ctg age gta cat ate cgc act etc ggt gac tgg aca cgt 2186 
Asp Asp Tyr Leu Ser Val His lie Arg Thr Leu Gly Asp Trp Thr Arg 
670 675 680 685 

aag etc agg ace gtt ttc tec gag gtt tgc aaa cct cct ace gee ggt 2234 
Lys Leu Arg Thr Val Phe Ser Glu Val Cys Lys Pro Pro Thr Ala Gly 
690 695 700 

aaa age ggt ctt etc cga gca gac gga gga gat gga aac etc ccg ttc 2282 
Lys Ser Gly Leu Leu Arg Ala Asp Gly Gly Asp Gly Asn Leu Pro Phe 
705 710 715 

ccg aag gtc ctt ate gac ggt cca tac ggt get ccc gca caa gac tac 2330 
Pro Lys Val Leu lie Asp Gly Pro Tyr Gly Ala Pro Ala Gin Asp Tyr 
720 725 730 

aag aaa tac- gac gtg gta etc etc gta ggt etc ggc att gga gee acg 2378 
Lys Lys Tyx* Asp Val Val Leu Leu Val Gly Leu Gly lie Gly Ala Thr 
735 740 745 

cct atg ate agt ate ctt aag gac ate ate aac aac atg aaa ggt cct 2426 
Pro Met lie Ser lie Leu Lys Asp lie lie Asn Asn Met Lys Gly Pro 
750 755 760 765 

gac cgc gac age gac att gag aac aat aac agt aac aac aat agt aaa 2474 
Asp Arg Asp Ser Asp He Glu Asn Asn Asn Ser Asn Asn Asn Ser Lys 
770 775 780 

ggg ttt aag aca agg aaa get tat ttc tac tgg gtg act agg gaa caa 2522 
Gly Phe Lys Thr Arg Lys Ala Tyr Phe Tyr Trp Val Thr Arg Glu Gin 
785 790 795 

gga tea ttc gag tgg ttc aag gga ata atg gac gag att teg gag tta 2570 
Gly Ser Phe Glu Trp Phe Lys Gly He Met Asp Glu He Ser Glu Leu 
800 805 810 

gac gag gaa gga ate ate gag ctt cac aat tat tgc acg agt gtg tac 2 618 
Asp Glu Glu Gly lie He Glu Leu His Asn Tyr Cys Thr Ser Val Tyr 
815 820 825 

gag gaa ggt gat gca aga gtg get etc att gec atg ctt cag teg ttg 2666 
Glu Glu Gly Asp Ala Arg Val Ala Leu He Ala Met Leu Gin Ser Leu 
830 835 840 845 

caa cac get aag aac ggt gtg gat gtt gtg teg ggt aca cgt gtc aag 2714 
Gin His Ala Lys Asn Gly Val Asp Val Val Ser Gly Thr Arg Val Lys 
850 855 860 
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tec cac ttc get aaa cct aac tgg aga caa gtc tac aag aag ate get 2 762 
Ser His Plie Ala Lys Pro Asn Trp Arg Gin Val Tyr Lys Lys lie Ala 
865 870 875 

gtt caa cat ccc ggc aaa aga ata gga gtc ttc tac tgt gga atg cca 2 810 
Val Gin His Pro Gly Lys Arg He Gly Val Phe Tyr Cys Gly Met Pro 
880 885 890 

gga atg ata aag gaa tta aaa aat eta get ttg gat ttt tct cga aag 2 858 
Gly Met lie Lys Glu Leu Lys Asn Leu Ala Leu Asp Phe Ser Arg Lys 
895 900 905 

aca act ace aag ttt gac ttc cac aaa gag aac ttc tagattaatt 2904 
Tlir Thr Thr Lys Phe Asp Phe His Lys Glu Asn Phe 
910 915 920 

atatacgttg tagaaaaata aaacaagaaa caactataca aataaatatt tattttaaat 2964 

tcttttcatt ttatgtaaaa ttatctgagt tatctttttt tgttaaaaaa aaaaaaaaaa 3 024 

aaaaaaaaaa a 3 035 

<210> 14 
<211> 921 
<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 14 

Met Lys Met Arg Arg Gly Asn Ser Ser Asn Asp His Glu Leu Gly He 
15 10 15 

Leu Arg Gly Ala Asn Ser Asp Thr Asn Ser Asp Thr Glu Ser He Ala 
20 25 30 

Ser Asp Arg Gly Ala Phe Ser Gly Pro Leu Gly Arg Pro Lys Arg Ala 
35 40 45 

Ser Lys Lys Asn Ala Arg Phe Ala Asp Asp Leu Pro Lys Arg Ser Asn 
50 55 60 

Ser Val Ala Gly Gly Arg Gly Asp Asp Asp Glu Tyr Val Glu He Thr 
65 70 75 80 

Leu Asp He Arg Asp Asp Ser Val Ala Val His Ser Val Gin Gin Ala 

85 90 95 

Ala Gly Gly Gly Gly His Leu Glu Asp Pro Glu Leu Ala Leu Leu Thr 
100 105 110 

Lys Lys Thr Leu Glu Ser Ser Leu Asn Asn Thr Thr Ser Leu Ser Phe 
115 120 125 

Phe Arg Ser Thr Ser Ser Arg He Lys Asn Ala Ser Arg Glu Leu Arg 
130 135 140 

Arg Val Phe Ser Arg Arg Pro Ser Pro Ala Val Arg Arg Phe Asp Arg 
145 150 155 160 

Thr Ser Ser Ala Ala He His Ala Leu Lys Gly Leu Lys Phe He Ala 
165 170 175 

Thr Lys Thr Ala Ala Trp Pro Ala Val Asp Gin Arg Phe Asp Lys Leu 
180 185 190 

Ser Ala Asp Ser Asn Gly Leu Leu Leu Ser Ala Lys Phe Trp Glu Cys 
195 200 205 

Leu Gly Met Asn Lys Glu Ser Lys Asp Phe Ala Asp Gin Leu Phe Arg 
210 . 215 220 
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Ala Leu Ala Arg Arg Asn Asn Val Ser Gly Asp Ala lie Thr Lys Glu 
225 230 235 240 

Gin Leu Arg He Phe Trp Glu Gin He Ser Asp Glu Ser Phe Asp Ala 
245 250 255 

Lys Leu Gin Val Phe Phe Asp Met Val Asp Lys Asp Glu Asp Gly Arg 
260 265 270 

Val Thr Glu Glu Glu Val Ala Glu He He Ser Leu Ser Ala Ser Ala 
275 280 285 

Asn Lys Leu Ser Asn He Gin Lys Gin Ala Lys Glu Tyr Ala Ala Leu 
290 295 300 

He Met Glu Glu Leu Asp Pro Asp Asn Ala Gly Phe He Met He Glu 
305 310 315 320 

Asn Leu Glu Met Leu Leu Leu Gin Ala Pro Asn Gin Ser Val Arg Met 
325 330 335 

Gly Asp Ser Arg He Leu Ser Gin Met Leu Ser Gin Lys Leu Arg Pro 
340 345 350 

Ala Lys Glu Ser Asn Pro Leu Leu Arg Trp Ser Glu Lys He Lys Tyr 
355 360 365 

Phe He Leu Asp Asn Trp Gin Arg Leu Trp He Met Met Leu Trp Leu 
370 375 380 

Gly He Cys Gly Gly Leu Phe Thr Tyr Lys Phe He Gin Tyr Lys Asn 
385 390 395 400 

Lys Ala Ala Tyr Gly Val Met Gly Tyr Cys Val Cys Val Ala Lys Gly 
405 410 415 

Gly Ala Glu Thr Leu Lys Phe Asn Met Ala Leu He Leu Leu Pro Val 
420 425 430 

Cys Arg Asn Thr He Thr Trp Leu Arg Asn Lys Thr Lys Leu Gly Thr 
435 440 445 

Val Val Pro Phe Asp Asp Ser Leu Asn Phe His Lys Val He Ala Ser 
450 455 460 

Gly He Val Val Gly Val Leu Leu His Ala Gly Ala His Leu Thr Cys 
465 470 475 480 

Asp Phe Pro Arg Leu He Ala Ala Asp Glu Asp Thr Tyr Glu Pro Met 
485 490 495 

Glu Lys Tyr Phe Gly Asp Gin Pro Thr Ser Tyr Trp Trp Phe Val Lys 
500 505 510 

Gly Val Glu Gly Trp Thr Gly He Val Met Val Val Leu Met Ala He 
515 520 525 

Ala Phe Thr Leu Ala Thr Pro Trp Phe Arg Arg Asn Lys Leu Asn Leu 
530 535 540 

Pro Asn Phe Leu Lys Lys Leu Thr Gly Phe Asn Ala Phe Trp Tyr Thr 
545 " 550 555 560 

His His Leu Phe He He Val Tyr Ala Leu Leu He Val His Gly He 
565 570 575 

Lys Leu Tyr Leu Thr Lys He Trp Tyr Gin Lys Thr Thr Trp Met Tyr 
580 585 590 

Leu Ala Val Pro He Leu Leu Tyr Ala Ser Glu Arg Leu Leu Arg Ala 



595 



600 



605 
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Phe Arg Ser Ser lie Lys Pro Val Lys Met He Lys Val Ala Val Tyr 
610 615 620 

Pro Gly Asn Val Leu Ser Leu His Met Thr Lys Pro Gin Gly Phe Lys 
625 630 635 640 

Tyr Lys Ser Gly Gin Plie Met Leu Val Asn Cys Arg Ala Val Ser Pro 
645 650 655 

Phe Glu Trp His Pro Phe Ser He Thr Ser Ala Pro Gly Asp Asp Tyr 
660 665 670 

Leu Ser Val His He Arg Thr Leu Gly Asp Trp Thr Arg Lys Leu Arg 
675 680 685 

Thr Val Phe Ser Glu Val Cys Lys Pro Pro Thr Ala Gly Lys Ser Gly 
690 695 700 

Leu Leu Arg Ala Asp Gly Gly Asp Gly Asn Leu Pro Phe Pro Lys Val 
705 710 715 720 

Leu lie Asp Gly Pro Tyr Gly Ala Pro Ala Gin Asp Tyr Lys Lys Tyr 
725 730 735 

Asp Val Val Leu Leu Val Gly Leu Gly He Gly Ala Thr Pro Met He 
740 745 750 

Ser He Leu Lys Asp He He Asn Asn Met Lys Gly Pro Asp Arg Asp 
755 760 765 

Ser Asp He Glu Asn Asn Asn Ser Asn Asn Asn Ser Lys Gly Phe Lys 
770 775 780 

Thr Arg Lys Ala Tyr Phe Tyr Trp Val Thr Arg Glu Gin Gly Ser Phe 
785 790 795 800 

Glu Trp Phe Lys Gly He Met Asp Glu He Ser Glu Leu Asp Glu Glu 
805 810 815 

Gly He He Glu Leu His Asn Tyr Cys Thr Ser Val Tyr Glu Glu Gly 
820 825 830 

Asp Ala Arg Val Ala Leu He Ala Met Leu Gin Ser Leu Gin His Ala 
835 840 845 

Lys Asn Gly Val Asp Val Val Ser Gly Thr Arg Val Lys Ser His Phe 
850 855 860 

Ala Lys Pro Asn Trp Arg Gin Val Tyr Lys Lys He Ala Val Gin His 
865 870 875 880 

Pro Gly Lys Arg He Gly Val Phe Tyr Cys Gly Met Pro Gly Met He 
885 890 895 

Lys Glu Leu Lys Asn Leu Ala Leu Asp Phe Ser Arg Lys Thr Thr Thr 
900 905 910 

Lys Phe Asp Phe His Lys Glu Asn Phe 
915 920 



<210> 15 
<211> 3338 
<212> DNA 

<213> Nicotiana tabacum 

<220> 
<221> CDS 

<222> (313) . . (3129) 

<223> coding for NADPH-oxidase 
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<400> 15 

ggcacgagaa aatccccaat cttttatttg tttattaaaa ttagtacgcc aagaaagaaa 60 

gaaagaaaga cagaaagact cggtcttctt tcttctcttg gtctgaaact ccaaaataga 120 

ataccaatta ttaatctttt gtcatctttt tccttctcgc gttcatatat actggaatat 180 

acatcttttt ttcaacctat cttctttcat tttcaagaat tcgggttcca taaatagtag 240 

gttcactact tttatttcaa cctccttaaa gtttattcat tcatattttt tctcaaagaa 300 

aaaactatag aa atg caa aat teg gaa aat cat cat ccg cac cac cag cac 351 
Met Gin Asn Ser Glu Asn His His Pro His His Gin His 
15 10 

cac cat teg gac aca gag ata att gga aat gat aga gcg teg tac agt 399 
His His Ser Asp Thr Glu lie lie Gly Asn Asp Arg Ala Ser Tyr Ser 
15 20 25 

ggt ccg tta age gga ccg tta aac aaa cga ggc ggc aaa aag agt gcg 447 
Gly Pro Leu Ser Gly Pro Leu Asn Lys Arg Gly Gly Lys Lys Ser Ala 
30 35 40 45 

aga ttt aac att cct gaa tct ace gac ate gga ace agt gtc gga acc 495 
Arg Phe Asn lie Pro Glu Ser Thr Asp lie Gly Thr Ser Val Gly Thr 

50 55 60 

ggc ggc aag tec aat gat gat gcg tac gtt gaa ate act etc gat gtc 543 
Gly Gly Lys Ser Asn Asp Asp Ala Tyr Val Glu lie Thr Leu Asp Val 
65 70 75 

cgc gaa gat tec gtc get gtc cac agt gtc aaa act gee ggc ggt gat 591 
Arg Glu Asp Ser Val Ala Val His Ser Val Lys Thr Ala Gly Gly Asp 
80 85 90 

gac gtg gaa gat ccc gag ctg get tta ttg get aaa ggc tta gag aag 639 
Asp Val Glu Asp Pro Glu Leu Ala Leu Leu Ala Lys Gly Leu Glu Lys 
95 100 105 

aag tec act tta gga tct tea ctt gtt cga aat get teg tct aga att 687 
Lys Ser Thr Leu Gly Ser Ser Leu Val Arg Asn Ala Ser Ser Arg lie 
110 115 120 125 

egg caa gtg tea caa gag etc agg cgt ttg get tec tta aat aaa cgc 735 
Arg Gin Val Ser Gin Glu Leu Arg Arg Leu Ala Ser Leu Asn Lys Arg 
130 135 140 

cca att cct act gga agg ttc gac agg aat aaa tea get get get cat 783 
Pro lie Pro Thr Gly Arg Phe Asp Arg Asn Lys Ser Ala Ala Ala His 
145 150 155 

get ctt aaa ggt etc aag ttt att agt aag acc gac ggc ggc get ggt 831 
Ala Leu Lys Gly Leu Lys Phe lie Ser Lys Thr Asp Gly Gly Ala Gly 
160 165 170 

tgg gee gee gtc gag aag egg ttc gat gag att act get tct act act 879 
Trp Ala Ala Val Glu Lys Arg Phe Asp Glu lie Thr Ala Ser Thr Thr 
175 180 185 

ggt ttg ctt cct cgt gec aaa ttt gga gaa tgt ata ggt atg aat aag 927 
Gly Leu Leu Pro Arg Ala Lys Phe Gly Glu Cys lie Gly Met Asn Lys 
190 195 200 205 

gag tct aag gaa ttt get gtt gag eta tat gat gcg eta get egg agg 975 
Glu Ser Lys Glu Phe Ala Val Glu Leu Tyr Asp Ala Leu Ala Arg Arg 
210 215 220 

aga aac att aca act gat tec att aac aaa gca cag etc aaa gag ttc 1023 
Arg Asn lie Thr Thr Asp Ser lie Asn Lys Ala Gin Leu Lys Glu Phe 
225 230 235 
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tgg gac caa gtg get gac caa agt ttt gat tct cgc ctt caa aca ttt 1071 
Trp Asp Gin Val Ala Asp Gin Ser Phe Asp Ser Arg Leu Gin Thr Phe 
240 245 250 

ttt gac atg gtt gat aaa gat get gat ggt aga att aca gaa gaa gaa 1119 
Phe Asp Met Val Asp Lys Asp Ala Asp Gly Arg lie Thr Glu Glu Glu 
255 260 265 

gtc aga gag att ata ggc ctt age gcg teg gee aac agg ctg tea aca 1167 
Val Arg Glu lie lie Gly Leu Ser Ala Ser Ala Asn Arg Leu Ser Thr 
270 275 280 285 

ate cag aaa caa get gat gaa tac gca gca atg ate atg gaa gag ttg 1215 
lie Gin Lys Gin Ala Asp Glu Tyr Ala Ala Met lie Met Glu Glu Leu 
290 295 300 

gat cct aac aac etc gga tac att atg att gag aac ttg gaa atg ctt 1263 
Asp Pro Asn Asn Leu Gly Tyr lie Met lie Glu Asn Leu Glu Met Leu 
305 310 315 

tta ctg caa gca cca aat caa tea gtg caa aga gga ggc gaa agt egg 1311 
Leu Leu Gin Ala Pro Asn Gin Ser Val Gin Arg Gly Gly Glu Ser Arg 
320 325 330 

aac ttg agt caa atg eta agt caa aaa eta aag cat aca caa gag aga 1359 
Asn Leu Ser Gin Met Leu Ser Gin Lys Leu Lys His Thr Gin Glu Arg 
335 340 345 

aat cca ata gta aga tgg tac aag agt ttc atg tac ttt ttg ctg gat 1407 
Asn Pro lie Val Arg Trp Tyr Lys Ser Phe Met Tyr Phe Leu Leu Asp 
350 355 360 365 

aat tgg caa aga gtt tgg gta ttg tta ctg tgg att gga att atg get 1455 
Asn Trp Gin Arg Val Trp Val Leu Leu Leu Trp lie Gly lie Met Ala 
370 375 380 

ggt eta ttt aca tgg aaa tat ata cag tat aaa gaa aaa get gca tat 1503 
Gly Leu Phe Thr Trp Lys Tyr lie Gin Tyr Lys Glu Lys Ala Ala Tyr 
385 390 395 

aaa gtc atg ggt ccc tgt gtg tgt ttt gee aaa ggt get get gaa aca 1551 
Lys Val Met Gly Pro Cys Val Cys Phe Ala Lys Gly Ala Ala Glu Thr 
400 405 410 

etc aag etc aac atg gca att att tta ttt ccg gtt tgc aga aac acg 1599 
Leu Lys Leu Asn Met Ala lie lie Leu Phe Pro Val Cys Arg Asn Thr 
415 420 425 

ate aca tgg ctt cga aat aag acc aga tta ggt get get gtt cct ttt 1647 
lie Thr Trp Leu Arg Asn Lys Thr Arg Leu Gly Ala Ala Val Pro Phe 
430 435 440 445 

gat gat aac ctt aat ttt cac aaa gtg ata gca gtg gca att get ctt 1695 
Asp Asp Asn Leu Asn Phe His Lys Val lie Ala Val Ala lie Ala Leu 
450 455 460 

ggg gtt gga ata cac gga eta tct cac ttg aca tgt gat ttt cct egg 1743 
Gly Val Gly lie His Gly Leu Ser His Leu Thr Cys Asp Phe Pro Arg 
465 470 475 

ctt tta aat get agt gaa gaa gaa tat gaa cca atg aag tac tat ttt 1791 
Leu Leu Asn Ala Ser Glu Glu Glu Tyr Glu Pro Met Lys Tyr Tyr Phe 
480 485 490 

gga gat cag cca gaa age tat tgg tgg ttt ata aaa gga gta gaa ggg 1839 
Gly Asp Gin Pro Glu Ser Tyr Trp Trp Phe He Lys Gly Val Glu Gly 
495 500 505 
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gta act gga att ata atg gtg gtt tta atg gca ata gca ttt act eta 1887 
Val Thr Gly lie lie Met Val Val Leu Met Ala lie Ala Phe Thr Leu 
510 515 520 525 

gca acc cca tgg ttt aga agg aat aga gtt agt ttg cca aaa cca ttt 1935 
Ala Thr Pro Trp Phe Arg Arg Asn Arg Val Ser Leu Pro Lys Pro Phe 
. 530 *" 535 540 

cac aaa etc act gga tnt aat gec ttt tgg tac tct cac cat etc ttt 1983 
His Lys Leu Thr Gly Xaa Asn Ala Phe Trp Tyr Ser His His Leu Phe 
545 550 555 

gtt ate gtc tac act ctg ttc att gtg cat ggt gaa aag eta tac att 2031 
Val lie Val Tyr Thr Leu Phe lie Val His Gly Glu Lys Leu Tyr lie 
560 565 570 

acc aaa gat tgg tac aag aga acc gac atg gat gta ctt tta act ate 2079 
Thr Lys Asp Trp Tyr Lys Arg Thr Asp Met Asp Val Leu Leu Thr lie 
575 580 585 

cca ate ata etc tat get agt gaa agg ttg att agg gca ttc agg tea 2127 
Pro lie lie Leu Tyr Ala Ser Glu Arg Leu lie Arg Ala Phe Arg Ser 
590 595 600 605 

age att aaa get gtt aag att ttg aag gtg gca gta tat cca gga aat 2175 
Ser lie Lys Ala Val Lys lie Leu Lys Val Ala Val Tyr Pro Gly Asn 
610 .615 620 

gtg ttg gca ctt cac atg tea aaa cca cag ggc tac aaa tac aaa agt 2223 
Val Leu Ala Leu His Met Ser Lys Pro Gin Gly Tyr Lys Tyr Lys Ser 
625 630 635 

ggg caa tac atg ttt gtc aac tgt get gca gtt tct cca ttt gag tgg 2271 
Gly Gin Tyr Met Phe Val Asn Cys Ala Ala Val Ser Pro Phe Glu Trp 
640 645 650 

cat cca ttt tea att act teg gee cca gga gat gac tat etc agt gtc 2319 
His Pro Phe Ser lie Thr Ser Ala Pro Gly Asp Asp Tyr Leu Ser Val 
655 660 665 

cat att cga act ctt ggt gat tgg acc agg caa ctt aaa act gtt ttc 23 67 
His lie Arg Thr Leu Gly Asp Trp Thr Arg Gin Leu Lys Thr Val Phe 
670 675 680 685 

tec gag gtt tgc cag. cca cca cct aat gga aaa agt gga etc etc aga 2415 
Ser Glu Val Cys Gin Pro Pro Pro Asn Gly Lys Ser Gly Leu Leu Arg 
690 695 700 

get gac tac ttg caa gga gag aat aat cct aat ttc cca agg gtg tta 2463 
Ala Asp Tyr Leu Gin Gly Glu Asn Asn Pro Asn Phe Pro Arg Val Leu 
705 710 715 

ata gat gga cca tat gga gca cca gca caa gac tac aag aaa tat gag 2511 
lie Asp Gly Pro Tyr Gly Ala Pro Ala Gin Asp Tyr Lys Lys Tyr Glu 
720 725 730 

gtg gtt ttg ttg gta ggt ctt gga att gga get aca cca atg ate agt 2559 
Val Val Leu Leu Val Gly Leu Gly lie Gly Ala Thr Pro Met He Ser 
735 740 745 

att gtt aaa gac att gtc aac aac atg aag gca atg gac gaa gaa gaa 2 607 
He Val Lys Asp He Val Asn Asn Met Lys Ala Met Asp Glu Glu Glu 
750 755 760 765 

aat tec ttg gaa gat gga cac aat aat aat atg gca cca aat tct age 2 655 
Asn Ser Leu Glu Asp Gly His Asn Asn Asn Met Ala Pro Asn Ser Ser 
770 775 780 
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ccc aat att gca aaa aat aag ggt aat aaa tea ggt tea gca agt gga 2703 
Pro Asn lie Ala Lys Asn Lys Gly Asn Lys Ser Gly Ser Ala Ser Gly 
785 790 795 

gga aat aat ttc aat aca agg aga gca tat ttc tat tgg gtt act aga 2751 
Gly Asn Asn Phe Asn Thr Arg Arg Ala Tyr Plie Tyr Trp Val Thr Arg 
800 805 810 

gaa caa ggt tea ttt gat tgg ttc aaa ggt ata atg aat gaa get get 2799 
Glu Gin Gly Ser Phe Asp Trp Phe Lys Gly He Met Asn Glu Ala Ala 
815 820 825 

gaa atg gac cat aag gga gta att gaa atg cat aat tat tgt act agt 2847 
Glu Met Asp His Lys Gly Val He Glu Met His Asn Tyr Cys Thr Ser 
830 835 840 845 

gtt tat gaa gaa ggt gat get cgt tct get ctt att act atg ctt cag 2895 
Val Tyr Glu Glu Gly Asp Ala Arg Ser Ala Leu lie Thr Met Leu Gin 
850 855 860 

tct ctt cac cat gec aaa aat ggt gtt gac att gtc tct ggc acc aga 2943 
Ser Leu His His Ala Lys Asn Gly Val Asp He Val Ser Gly Thr Arg 
865 870 875 

gtt aag tea cat ttt get aaa cct aat tgg cgt aat gtc tac aaa cgc 2991 
Val Lys Ser His Phe Ala Lys Pro Asn Trp Arg Asn Val Tyr Lys Arg 
880 885 890 

att get etc aac cac cct gag get aaa gtt ggg gtc ttc tat tgt ggg 3039 
He Ala Leu Asn His Pro Glu Ala Lys Val Gly Val Phe Tyr Cys Gly 
895 900 905 

gca cca gca ctg acc aaa gaa eta aga caa cac gee ttg gat ttt tea 3087 
Ala Pro Ala Leu Thr Lys Glu Leu Arg Gin His Ala Leu Asp Phe Ser 
910 915 920 925 

cac aag aca tct acc aag ttt gat ttc cat aaa gaa aat ttt 3129 
His Lys Thr Ser Thr Lys Phe Asp Phe His Lys Glu Asn Phe 
930 935 

tgagcaaaga atagaccatt aagcagagca ttaaaatttc atcaaaacag ctaaggacac 3189 

aggttgtttt atagaagtct accaactctc cctattgtgt acagataatg ttgeacttea 3249 

agttgatata tagttgtggt tgtgatgcta gtatattaca aaataataag attattttta 3309 

tttgtagtaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaa 3338 

<210> 16 
<211> 939 
<212> PRT 

<213> Nicotiana tabacum 
<400> 16 

Met Gin Asn Ser Glu Asn His His Pro His His Gin His His His Ser 
15 10 15 

Asp Thr Glu He He Gly Asn Asp Arg Ala Ser Tyr Ser Gly Pro Leu 
20 25 30 

Ser Gly Pro Leu Asn Lys Arg Gly Gly Lys Lys Ser Ala Arg Phe Asn 
35 40 45 

He Pro Glu Ser Thr Asp He Gly Thr Ser Val Gly Thr Gly Gly Lys 
50 55 60 



Ser Asn Asp Asp Ala Tyr Val Glu He Thr Leu Asp Val Arg Glu Asp 
65 70 75 80 
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Ser Val Ala Val His Ser Val Lys Thr Ala Gly Gly Asp Asp Val Glu 

85 90 95 

Asp Pro Glu Leu Ala Leu Leu Ala Lys Gly Leu Glu Lys Lys Ser Thr 
100 105 110 

Leu Gly Ser Ser Leu Val Arg Asn Ala Ser ' Ser Arg lie Arg Gin Val 
115 120 125 

Ser Gin Glu Leu Arg Arg Leu Ala Ser Leu Asn Lys Arg Pro He Pro 
130 135 140 

Thr Gly Arg Phe Asp Arg Asn Lys Ser Ala Ala Ala His Ala Leu Lys 
145 " 150 155 160 

Gly Leu Lys Phe lie Ser Lys Thr Asp Gly Gly Ala Gly Trp Ala Ala 
165 170 175 

Val Glu Lys Arg Phe Asp Glu He Thr Ala Ser Thr Thr Gly Leu Leu 
180 ' 185 190 

Pro Arg Ala Lys Phe Gly Glu Cys He Gly Met Asn Lys Glu Ser Lys 
195 200 205 

Glu Phe Ala Val Glu Leu Tyr Asp Ala Leu Ala Arg Arg Arg Asn He 
210 215 220 

Thr Thr Asp Ser He Asn Lys Ala Gin Leu Lys Glu Phe Trp Asp Gin 
225 230 235 240 

Val Ala Asp Gin Ser Phe Asp Ser Arg Leu Gin Thr Phe Phe Asp Met 
245 250 255 

Val Asp Lys Asp Ala Asp Gly Arg He Thr Glu Glu Glu Val Arg Glu 
260 265 270 

He He Gly Leu Ser Ala Ser Ala Asn Arg Leu Ser Thr He Gin Lys 
275 280 285 

Gin Ala Asp Glu Tyr Ala Ala Met He Met Glu Glu Leu Asp Pro Asn 
290 295 300 

Asn Leu Gly Tyr He Met He Glu Asn Leu Glu Met Leu Leu Leu Gin 
305 . ~ 310 315 320 

Ala Pro Asn Gin Ser Val Gin Arg Gly Gly Glu Ser Arg Asn Leu Ser 
325 330 335 

Gin Met Leu Ser Gin Lys Leu Lys His Thr Gin Glu Arg Asn Pro He 
340 345 350 

Val Arg Trp Tyr Lys Ser Phe Met Tyr Phe Leu Leu Asp Asn Trp Gin 
355 360 365 

Arg Val Trp Val Leu Leu Leu Trp He Gly He Met Ala Gly Leu Phe 
370 375 380 

Thr Trp Lys Tyr He Gin Tyr Lys Glu Lys Ala Ala Tyr Lys Val Met 
385 390 395 400 

Gly Pro Cys Val Cys Phe Ala Lys Gly Ala Ala Glu Thr Leu Lys Leu 
405 410 415 

Asn Met Ala He He Leu Phe Pro Val Cys Arg Asn Thr He Thr Trp 
420 425 430 

Leu Arg Asn Lys Thr Arg Leu Gly Ala Ala Val Pro Phe Asp Asp Asn 
435 440 445 

Leu Asn Phe His Lys Val He Ala Val Ala He Ala Leu Gly Val Gly 
450 455 460 
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lie His Gly Leu Ser His Leu Thr Cys Asp Phe Pro Arg Leu Leu Asn 
465 470 475 480 

Ala Ser Glu Glu Glu Tyr Glu Pro Met Lys Tyr Tyr Phe Gly Asp Gin 
485 490 495 

Pro Glu Ser Tyr Trp Trp Phe lie Lys Gly Val Glu Gly Val Thr Gly 
500 505 510 

lie lie Met Val Val Leu Met Ala lie Ala Phe Thr Leu Ala Thr Pro 
515 520 525 

Trp Phe Arg Arg Asn Arg Val Ser Leu Pro Lys Pro Phe His Lys Leu 
530 535 540 

Thr Gly Xaa Asn Ala Phe Trp Tyr Ser His His Leu Phe Val lie Val 
545 550 555 560 

Tyr Thr Leu Phe lie Val His Gly Glu Lys Leu Tyr lie Thr Lys Asp 
565 570 575 

Trp Tyr Lys Arg Thr Asp Met Asp Val Leu Leu Thr lie Pro He lie 
580 585 590 

Leu Tyr Ala Ser Glu Arg Leu He Arg Ala Phe Arg Ser Ser He Lys 
595 600 605 

Ala Val Lys He Leu Lys Val Ala Val Tyr Pro Gly Asn Val Leu Ala 
610 615 620 

Leu His Met Ser Lys Pro Gin Gly Tyr Lys Tyr Lys Ser Gly Gin Tyr 
625 630 635 640 

Met Phe Val Asn Cys Ala Ala Val Ser Pro Phe Glu Trp His Pro Phe 
645 650 ~ 655 

Ser He Thr Ser Ala Pro Gly Asp Asp Tyr Leu Ser Val His He Arg 
660 665 670 

Thr Leu Gly Asp Trp Thr Arg Gin Leu Lys Thr Val Phe Ser Glu Val 
675 680 685 

Cys Gin Pro Pro Pro Asn Gly Lys Ser Gly Leu Leu Arg Ala Asp Tyr 
690 695 700 

Leu Gin Gly Glu Asn Asn Pro Asn Phe Pro Arg Val Leu He Asp Gly 
705 710 715 720 

Pro Tyr Gly Ala Pro Ala Gin Asp Tyr Lys Lys Tyr Glu Val Val Leu 
.725 730 735 

Leu Val Gly Leu Gly He Gly Ala Thr Pro Met He Ser He Val Lys 
740 745 750 

Asp He Val Asn Asn Met Lys Ala Met Asp Glu Glu Glu Asn Ser Leu 
755 760 765 

Glu Asp Gly His Asn Asn Asn Met Ala Pro Asn Ser Ser Pro Asn He 
770 775 780 

Ala Lys Asn Lys Gly Asn Lys Ser Gly Ser Ala Ser Gly Gly Asn Asn 
785 790 795 800 

Phe Asn Thr Arg Arg Ala Tyr Phe Tyr Trp Val Thr Arg Glu Gin Gly 
805 810 815 

Ser Phe Asp Trp Phe Lys Gly He Met Asn Glu Ala Ala Glu Met Asp 
820 825 830 

His Lys Gly Val He Glu Met His Asn Tyr Cys Thr Ser Val Tyr Glu 
835 840 845 
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Glu Gly Asp Ala Arg Ser Ala Leu lie Thr Met Leu Gin Ser Leu His 
850 855 860 

His Ala Lys Asn Gly Val Asp lie Val Ser Gly Thr Arg Val Lys Ser 
865 - 870 875 880 

His Phe Ala Lys Pro Asn Trp Arg Asn Val Tyr Lys Arg lie Ala Leu 
885 890 895 

Asn His Pro Glu Ala Lys Val Gly Val Phe Tyr Cys Gly Ala Pro Ala 
900 905 910 

Leu Thr Lys Glu Leu Arg Gin His Ala Leu Asp Phe Ser His Lys Thr 
915 920 925 

Ser Thr Lys Phe Asp Phe His Lys Glu Asn Phe 
930 935 



<210> 17 

<211> 2532 

<212> DNA 

<213> Oryza sativa 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (2529) 

<223> coding for NADPH-oxidase 

<400> 17 

atg gcg teg ccg tac gac cac cag teg ccg cat gcg cag cac ccg teg 48 

Met Ala Ser Pro Tyr Asp His Gin Ser Pro His Ala Gin His Pro Ser 
15 10 15 

ggg ttg ccg agg ccg ccg ggg gcg ggg gcg ggt gcg gcg gcg ggc ggg 96 
Gly Leu Pro Arg Pro Pro Gly Ala Gly Ala Gly Ala Ala Ala Gly Gly 
20 25 30 

ttc gcg egg ggg ctg atg aag cag ccg teg egg ctg gcg tec ggg gtg 144 
Phe Ala Arg Gly Leu Met Lys Gin Pro Ser Arg Leu Ala Ser Gly Val 
35 40 45 

agg cag ttc gcg teg agg gtg teg atg aag gtg ccg gag ggg gtg ggg 192 
Arg Gin Phe Ala Ser Arg Val Ser Met Lys Val Pro Glu Gly Val Gly 
50 55 60 

ggg atg egg ccc ggt ggc ggg agg atg acg egg atg cag tec age gcg 240 
Gly Met Arg Pro Gly Gly Gly Arg Met Thr Arg Met Gin Ser Ser Ala 
65 70 75 80 

cag gtg ggg etc egg ggg etc cgc ttc etc gac aag acg tec ggc ggg 288 
Gin Val Gly Leu Arg Gly Leu Arg Phe Leu Asp Lys Thr Ser Gly Gly 

85 90 95 

aag gag ggg tgg aag tec gtc gag cgc cgc ttc gac gag atg aac cgc 336 
Lys Glu Gly Trp Lys Ser Val Glu Arg Arg Phe Asp Glu Met Asn Arg 
100 105 110 

aac ggc cgc etc ccc aag gag age ttc ggc aag tgc ate ggc atg ggg 384 
Asn Gly Arg Leu Pro Lys Glu Ser Phe Gly Lys Cys lie Gly Met Gly 
115 120 125 

gac tec aag gag ttc gee ggc gag ctg ttc gtg gcg ctg gcg egg egg 432 
Asp Ser Lys Glu Phe Ala Gly Glu Leu Phe Val Ala Leu Ala Arg Arg 
130 135 140 

agg aac ctg gag ccg gag gac ggc ate ace aag gag cag etc aag gag 480 
Arg Asn Leu Glu Pro Glu Asp Gly He Thr Lys Glu Gin Leu Lys Glu 
145 150 155 160 
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ttc tgg gag gag atg acc gac cag aac ttc gac teg egg ctt cgc att 52 8 
Phe Trp Glu Glu Met Thr Asp Gin Asn Phe Asp Ser Arg Leu Arg He 
165 170 175 

ttc ttt gac atg tgc gac aag aat ggc gat ggg atg etc acg gaa gat 576 
Plie Phe Asp Met Cys Asp Lys Asn Gly Asp Gly Met Leu Thr Glu Asp 
180 185 190 

gag gtc aag gag gtt att ata ctg agt gcg teg gcg aac aag ctg gcg 624 
Glu Val Lys Glu Val He He Leu Ser Ala Ser Ala Asn Lys Leu Ala 
195 200 205 

aag ctg aag gga cac gcg gcg acg tac gcg teg ctg ate atg gag gag 672 
Lys Leu Lys Gly His Ala Ala Thr Tyr Ala Ser Leu lie Met Glu Glu 
210 215 220 

ctg gac ccg gac gac cgc ggg tac ate gag ate tgg cag ctg gag acg 720 
Leu Asp Pro Asp Asp Arg Gly Tyr lie Glu lie Trp Gin Leu Glu Thr 
225 230 235 240 

ctg ctg cgc ggc atg gtg age gcg cag gcg gcg ccg gag aag atg aag 768 
Leu Leu Arg Gly Met Val Ser Ala Gin Ala Ala Pro Glu Lys Met Lys 
245 250 255 

egg acg acg teg age etc gcg agg acg atg ate ccg teg egg tac egg 816 
Arg Thr Thr Ser Ser Leu Ala Arg Thr Met He Pro Ser Arg< Tyr Arg 
260 265 270 

age ccg ctg aag egg cac gtg tec agg acg gtg gac ttc gtg cac gag 864 
Ser Pro Leu Lys Arg His Val Ser Arg Thr Val Asp Phe Val His Glu 
275 280 285 

aac tgg aag egg ate tgg etc gtc gcg ctg tgg etc gee gtc aac gtc 912 
Asn Trp Lys Arg He Trp Leu Val Ala Leu Trp Leu Ala Val Asn Val 
290 295 300 

ggc etc ttc gec tac aag ttc gag cag tac gag egg cgc gee gcg ttc 960 
Gly Leu Phe Ala Tyr Lys Phe Glu Gin Tyr Glu Arg Arg Ala Ala Phe 
305 310 315 320 

cag gtg atg ggc cac tgc gtg tgc gtg gee aag ggc gec gee gag gtg 1008 
Gin Val Met Gly His Cys Val Cys Val Ala Lys Gly Ala Ala Glu Val 
325 330 335 

etc aag etc aac atg gcg etc ate etc etc ccc gtg tgc egg aac acg 1056 
Leu Lys Leu Asn Met Ala Leu He Leu Leu Pro Val Cys Arg Asn Thr 
340 345 350 

etc acc acg etc agg tec acg gcg etc age cac gtc ate ccc ttc gac 1104 
Leu Thr Thr Leu Arg Ser Thr Ala Leu Ser His Val He Pro Phe Asp 
355 360 365 

gac aac ate aac ttc cac aag gtg ate gcg gcg acc ate gec gec gec 1152 
Asp Asn He Asn Phe His Lys Val He Ala Ala Thr He Ala Ala Ala 
370 375 380 

acc gec gtc cac acg ctg gcg cac gtc acc tgc gac ttc ccg agg ctg 1200 
Thr Ala Val His Thr Leu Ala His Val Thr Cys Asp Phe Pro Arg Leu 
385 390 395 400 

ate aac tgc ccc age gac aag ttc atg gcg acg ctg ggg ccg aac ttc 1248 
He Asn Cys Pro Ser Asp Lys Phe Met Ala Thr Leu Gly Pro Asn Phe 
405 410 415 

ggg tac agg cag ccg acg tac gee gac ctg ctg gag age gec ccc ggc 1296 
Gly Tyr Arg Gin Pro Thr Tyr Ala Asp Leu Leu Glu Ser Ala Pro Gly 
420 425 430 
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gtc acc ggc ate etc atg ate ate ate atg tec ttc tec ttc acg ctg 1344 
Val Thr Gly lie Leu Met He He He Met Ser Phe Ser Phe Thr Leu 
435 440 445 

gee acg cac tec ttc cgc egg age gtc gtc aag ctg ccg teg ccg ctg 1392 
Ala Thr His Ser Phe Arg Arg Ser Val Val Lys Leu Pro Ser Pro Leu 
450 455 460 

cac cac etc gec ggc ttc aac gec ttc tgg tac gcg cac cac etc ctg 1440 
His His Leu Ala Gly Phe Asn Ala Phe Trp Tyr Ala His His Leu Leu 
465 470 475 480 

gtg etc gee tac gtc etc etc gtc gtg cac tec tac ttc ata ttc etc 1488 
Val Leu Ala Tyr Val Leu Leu Val Val His Ser Tyr Phe lie Phe Leu 
485 490 495 

acc agg gag tgg tac aag aaa acg aca tgg atg tac ctg ata gtc cca 1536 
Thr Arg Glu Trp Tyr Lys Lys Thr Thr Trp Met Tyr Leu He Val Pro 
500 505 510 

gtg etc ttc tat gca tgc gag aga acg ate aga aaa gtt cga gag aac 1584 
Val Leu Phe Tyr Ala Cys Glu Arg Thr He Arg Lys Val Arg Glu Asn 
515 520 525 

aac tac cgc gtg age ate gtc aag gca gcg att tac cca gga aat gtg 1632 
Asn Tyr Arg Val Ser He Val Lys Ala Ala He Tyr Pro Gly Asn Val 
530 535 540 

etc tct ctt cac atg aag aag ccg ccg ggt ttc aag tac aag age ggg 1680 
Leu Ser Leu His Met Lys Lys Pro Pro Gly Phe Lys Tyr Lys Ser Gly 
545 550 555 560 

atg tac ctg ttt gtg aag tgc cct gat gtc tct cct ttc gaa tgg cat 1728 
Met Tyr Leu Phe Val Lys Cys Pro Asp Val Ser Pro Phe Glu Trp His 
565 570 575 

ccc ttc tec ate act tct gca cct gga gat gac tac' ctg agt gtg cat 1776 
Pro Phe Ser He Thr Ser Ala Pro Gly Asp Asp Tyr Leu Ser Val His 
580 585 590 

ate cgt aca eta ggt gac tgg acg act gaa etc aga aac ctg ttt ggg 1824 
He Arg Thr Leu Gly Asp Trp Thr Thr Glu Leu Arg Asn Leu Phe Gly 
595 600 605 

aag get tgc gag gca cag gtt act tct aag aag get acc ctt tea aga 1872 
Lys Ala Cys Glu Ala Gin Val Thr Ser Lys Lys Ala Thr Leu Ser Arg 
610 615 620 

ctt gaa act aca gtt gtg gcg gac get cag aca gag gat act agg ttt 1920 
Leu Glu Thr Thr Val Val Ala Asp Ala Gin Thr Glu Asp Thr Arg Phe 
625 630 635 640 

cct aag gtc ctt att gat ggg ccc tat ggt gca ccg gcg caa aac tac 1968 
Pro Lys Val Leu He Asp Gly Pro Tyr Gly Ala Pro Ala Gin Asn Tyr 
645 650 655 

aag aag tat gac att ctt ttg ctt att ggt ctt gga att ggt get act 2 016 
Lys Lys Tyr Asp He Leu Leu Leu He Gly Leu Gly He Gly Ala Thr 
660 665 670 

cct ttc ate age att ctg aag gat ctg ttg aac aac att aaa tec aac 2 064 
Pro Phe He Ser He Leu Lys Asp Leu Leu Asn Asn He Lys Ser Asn 
675 680 685 

gaa gag gtg gaa age ata cat ggt tct gag ata ggc age ttc aag aac 2112 
Glu Glu Val Glu Ser He His Gly Ser Glu He Gly Ser Phe Lys Asn 
690 695 700 
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aat ggg cca gga aga get tac ttc tac tgg gtg acc aga gag caa ggg 2160 
Asn Gly Pro Gly Arg Ala Tyr Phe Tyr Trp Val Tlir Arg Glu Gin Gly 
705 710 715 720 

tec ttc gag tgg ttt aaa gga gtc atg aac gat gtc get gaa agt gat 2208 
Ser Phe Glu Trp Phe Lys Gly Val Met Asn Asp Val Ala Glu Ser Asp 
725 730 735 

cac aat aat att ata gag atg cac aat tac ctg acc age gtg tat gaa 2256 
His Asn Asn lie lie Glu Met His Asn Tyr Leu Thr Ser Val Tyr Glu 
740 745 750 

gaa ggc gac gca agg tea get ttg att gee atg gtt cag tea ctt caa 2304 
Glu Gly Asp Ala Arg Ser Ala Leu lie Ala Met Val Gin Ser Leu Gin 
755 760 765 

cat gec aaa aat ggt gtg gat ate gtc tec ggc age agg att cgc aca 2352 
His Ala Lys Asn Gly Val Asp lie Val Ser Gly Ser Arg lie Arg Thr 
770 775 780 

cat ttt gcg agg cct aac tgg aga aag gtg ttc tct gac ttg gcg aat 2400 
His Phe Ala Arg Pro Asn Trp Arg Lys Val Phe Ser Asp Leu Ala Asn 
785 790 795 800 

gec cac aaa aac tea cgc ata ggt gtt ttc tat tgt gga tec cct aca 2448 
Ala His Lys Asn Ser Arg lie Gly Val Phe Tyr Cys Gly Ser Pro Thr 
805 810 815 

etc acg aaa caa etc aag gat ctt tea aaa gaa ttc age cag aca acc 2496 
Leu Thr Lys Gin Leu Lys Asp Leu Ser Lys Glu Phe Ser Gin Thr Thr 
820 825 830 

aca act aga ttc cac ttc cac aag gaa aac ttt taa 2532 
Thr Thr Arg Phe His Phe His Lys Glu Asn Phe 
835 840 

<210> 18 

<211> 843 

<212> PRT 

<213> Oryza sativa 

<400> 18 

Met Ala Ser Pro Tyr Asp His Gin Ser Pro His Ala Gin His Pro Ser 
15 10 15 

Gly Leu Pro Arg Pro Pro Gly Ala Gly Ala Gly Ala Ala Ala Gly Gly 
20 25 30 

Phe Ala Arg Gly Leu Met Lys Gin Pro Ser Arg Leu Ala Ser Gly Val 
35 40 45 

Arg Gin Phe Ala Ser Arg Val Ser Met Lys Val Pro Glu Gly Val Gly 
50 55 60 

Gly Met Arg Pro Gly Gly Gly Arg Met Thr Arg Met Gin Ser Ser Ala 
65 70 75 80 

Gin Val Gly Leu Arg Gly Leu Arg Phe Leu Asp Lys Thr Ser Gly Gly 

85 90 95 

Lys Glu Gly Trp Lys Ser Val Glu Arg Arg Phe Asp Glu Met Asn Arg 
100 105 110 

Asn Gly Arg Leu Pro Lys Glu Ser Phe Gly Lys Cys lie Gly Met Gly 
115 120 125 



Asp Ser Lys Glu Phe Ala Gly Glu Leu Phe Val Ala Leu Ala Arg Arg 
130 135 140 
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Arg Asn Leu Glu Pro Glu Asp Gly lie Thr Lys Glu Gin Leu Lys Glu 
145 150 155 160 

Phe Trp Glu Glu Met Thr Asp Gin Asn Phe Asp Ser Arg Leu Arg lie 
165 170 175 

Plie Phe Asp Met Cys Asp Lys Asn Gly Asp Gly Met Leu Thr Glu Asp 
180 185 190 

Glu Val Lys Glu Val lie lie Leu Ser Ala Ser Ala Asn Lys Leu Ala 
195 200 205 

Lys Leu Lys Gly His Ala Ala Thr Tyr Ala Ser Leu lie Met Glu Glu 
210 215 220 

Leu Asp Pro Asp Asp Arg Gly Tyr lie Glu lie Trp Gin Leu Glu Thr 
225 230 235 240 

Leu Leu Arg Gly Met Val Ser Ala Gin Ala Ala Pro Glu Lys Met Lys 
245 250 255 

Arg Thr Thr Ser Ser Leu Ala Arg Thr Met lie Pro Ser Arg Tyr Arg 
260 265 270 

Ser Pro Leu Lys Arg His Val Ser Arg Thr Val Asp Phe Val His Glu 
275 280 285 

Asn Trp Lys Arg lie Trp Leu Val Ala Leu Trp Leu Ala Val Asn Val 
290 295 300 

Gly Leu Phe Ala Tyr Lys Phe Glu Gin Tyr Glu Arg Arg Ala Ala Phe 
305 310 315 320 

Gin Val Met Gly His Cys Val Cys Val Ala Lys Gly Ala Ala Glu Val 
325 330 335 

Leu Lys Leu Asn Met Ala Leu lie Leu Leu Pro Val Cys Arg Asn Thr 
340 345 350 

Leu Thr Thr Leu Arg Ser Thr Ala Leu Ser His Val lie Pro Phe Asp 
355 360 365 

Asp Asn lie Asn Phe His Lys Val lie Ala Ala Thr lie Ala Ala Ala 
370 375 380 

Thr Ala Val His Thr Leu Ala His Val Thr Cys Asp Phe Pro Arg Leu 
385 390 395 400 

lie Asn Cys Pro Ser Asp Lys Phe Met Ala Thr Leu Gly Pro Asn Phe 
405 410 415 

Gly Tyr Arg Gin Pro Thr Tyr Ala Asp Leu Leu Glu Ser Ala Pro Gly 
420 425 430 

Val Thr Gly lie Leu Met He He He Met Ser Phe Ser Phe Thr Leu 
435 440 445 

Ala Thr His Ser Phe Arg Arg Ser Val Val Lys Leu Pro Ser Pro Leu 
450 455 460 

His His Leu Ala Gly Phe Asn Ala Phe Trp Tyr Ala His His Leu Leu 
465 470 475 480 

Val Leu Ala Tyr Val Leu Leu Val Val His Ser Tyr Phe He Phe Leu 
485 490 495 

Thr Arg Glu Trp Tyr Lys Lys Thr Thr Trp Met Tyr Leu He Val Pro 
500 505 510 

Val Leu Phe Tyr Ala Cys Glu Arg Thr He Arg Lys Val Arg Glu Asn 



515 



520 



525 
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Asn Tyr Arg Val Ser He Val Lys Ala Ala lie Tyr Pro Gly Asn Val 
530 535 540 

Leu Ser Leu His Met Lys Lys Pro Pro Gly Phe Lys Tyr Lys Ser Gly 
545 550 555 560 

Met Tyr Leu Phe Val Lys Cys Pro Asp Val Ser Pro Phe Glu Trp His 
565 570 575 

Pro Phe Ser lie Thr Ser Ala Pro Gly Asp Asp Tyr Leu Ser Val His 
580 585 590 

He Arg Thr Leu Gly Asp Trp Thr Thr Glu Leu Arg Asn Leu Phe Gly 
595 600 605 

Lys Ala Cys Glu Ala Gin Val Thr Ser Lys Lys Ala Thr Leu Ser Arg 
610 615 620 

Leu Glu Thr Thr Val Val Ala Asp Ala Gin Thr Glu Asp Thr Arg Phe 
625 630 635 640 

Pro Lys Val Leu He Asp Gly Pro Tyr Gly Ala Pro Ala Gin Asn Tyr 
645 650 655 

Lys Lys Tyr Asp He Leu Leu Leu He Gly Leu Gly He Gly Ala Thr 
660 665 670 

Pro Phe He Ser He Leu Lys Asp Leu Leu Asn Asn He Lys Ser Asn 
675 680 685 

Glu Glu Val Glu Ser He His Gly Ser Glu He Gly Ser Phe Lys Asn 
690 695 700 

Asn Gly Pro Gly Arg Ala Tyr Phe Tyr Trp Val Thr Arg Glu Gin Gly 
705 710 715 720 

Ser Phe Glu Trp Phe Lys Gly Val Met Asn Asp Val Ala Glu Ser Asp 
725 730 735 

His Asn Asn He He Glu Met His Asn Tyr Leu Thr Ser Val Tyr Glu 
740 745 750 

Glu Gly Asp Ala Arg Ser Ala Leu He Ala Met Val Gin Ser Leu Gin 
755 760 765 

His Ala Lys Asn Gly Val Asp He Val Ser Gly Ser Arg He Arg Thr 
770 775 780 

His Phe Ala Arg Pro Asn Trp Arg Lys Val Phe Ser Asp Leu Ala Asn 
785 790 795 800 

Ala His Lys Asn Ser Arg He Gly Val Phe Tyr Cys Gly Ser Pro Thr 
805 810 815 

Leu Thr Lys Gin Leu Lys Asp Leu Ser Lys Glu Phe Ser Gin Thr Thr 
820 825 830 

Thr Thr Arg Phe His Phe His Lys Glu Asn Phe 
835 840 



<210> 19 
<211> 2604 
<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(2601) 

<223> coding for NADPH-oxidase 
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atg tct aga gtg agt ttt gaa gtg tea gga ggc tat cac tct gat gca 
Met Ser Arg Val Ser Phe Glu Val Ser Gly Gly Tyr His Ser Asp Ala 



48 



5 10 15 



gaa gec gga aac age gga cca atg age ggt ggt caa tta cca ccg ate 96 
Glu Ala Gly Asn Ser Gly Pro Met Ser Gly Gly Gin Leu Pro Pro lie 
20 25 30 

tat aaa aaa ccg ggg aac tec aga ttc act get gag aac agt cag aga 144 
Tyr Lys Lys Pro Gly Asn Ser Arg Plie Thr Ala Glu Asn Ser Gin Arg 
35 40 45 

aca cgt acg gca cca tac gtg gac etc acg gta gat gta caa gac gat 192 
Thr Arg Thr Ala Pro Tyr Val Asp Leu Thr Val Asp Val Gin Asp Asp 
50 55 60 

aca gtc tct gta cat age ttg aaa atg gaa ggt gga tct age gtt gaa 240 
Thr Val Ser Val His Ser Leu Lys Met Glu Gly Gly Ser Ser Val Glu 
65 70 75 80 

gag agt ccg gag ctt act ttg ctg aaa cga aac cgt ctt gag aag aaa 288 
Glu Ser Pro Glu Leu Thr Leu Leu Lys Arg Asn Arg Leu Glu Lys Lys 
. 85 90 95 

aca acg gtg gtg aaa cgt ttg gcg tct gtt tct cac gag ctt aag cgt 33 6 
Thr Thr Val Val Lys Arg Leu Ala Ser Val Ser His Glu Leu Lys Arg 
100 105 110 

ttg aca tct gtt tct ggt ggt att ggt gga aga aag ccg cct cga ccg 384 
Leu Thr Ser Val Ser Gly Gly lie Gly Gly Arg Lys Pro Pro Arg Pro 
115 120 125 

get aag tta gac egg act aaa tec gee gcg agt caa gcg ttg aag gga 432 
Ala Lys Leu Asp Arg Thr Lys Ser Ala Ala Ser Gin Ala Leu Lys Gly 
130 135 140 

ctt aag ttc att agt aaa ace gac ggt ggc gee ggt tgg tct gec gtg 480 
Leu Lys Phe lie Ser Lys Thr Asp Gly Gly Ala Gly Trp Ser Ala Val 
145 150 155 160 

gag aag egg ttt aat cag att ace gcg act ace ggt gga eta ctt ctt 528 
Glu Lys Arg Phe Asn Gin lie Thr Ala Thr Thr Gly Gly Leu Leu Leu 
165 170 175 

egg aca aag ttc ggt gaa tgc ata gga atg act tea aag gat ttt get 576 
Arg Thr Lys Phe Gly Glu Cys lie Gly Met Thr Ser Lys Asp Phe Ala 
180 185 190 

ttg gaa ctg ttt gat gca ttg get aga aga agg aat ata aca ggg gaa 624 
Leu Glu Leu Phe Asp Ala Leu Ala Arg Arg Arg Asn lie Thr Gly Glu 
195 200 205 

gtg att gat gga gat caa eta aag gag ttt tgg gaa caa att aat gat 672 
Val He Asp Gly Asp Gin Leu Lys Glu Phe Trp Glu Gin He Asn Asp 
210 215 220 

caa agt ttt gat tct egg ctt aag aca ttc ttt gac atg gtg gat aaa 720 
Gin Ser Phe Asp Ser Arg Leu Lys Thr Phe Phe Asp Met Val Asp Lys 
225 • 230 235 240 

gat get gat ggt aga ctt aca gaa gac gaa gtt aga gag ttg gag agt 768 
Asp Ala Asp Gly Arg Leu Thr Glu Asp Glu Val Arg Glu Leu Glu Ser 
245 250 255 

ctt gag act ctg ctt ttg caa gcg gca aca cag tct gtg ata aca agt 816 
Leu Glu Thr Leu Leu Leu Gin Ala Ala Thr Gin Ser Val He Thr Ser 
260 265 270 
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act ggg gag aga aag aat ctg agt cat atg atg agt cag agg ctt aag 864 
•Thr Gly Glu Arg Lys Asn Leu Ser His Met Met Ser Gin Arg Leu Lys 
275 280 285 

cct acg ttt aac cgc aac ccg ttg aag cga tgg tac cgt ggt ctt aga 912 
Pro Thr Phe Asn Arg Asn Pro Leu Lys Arg Trp Tyr Arg Gly Leu Arg 
290 295 300 

ttc ttc ttg tta gac aac tgg caa aga tgt tgg gtt ata gtg eta tgg 960 
Phe Phe Leu Leu Asp Asn Trp Gin Arg Cys Trp Val lie Val Leu Trp 
305 310 315 320 

ttc ata gtt atg get ata etc ttc acc tac aaa tat ate caa tac agg 1008 
Phe He Val Met Ala He Leu Phe Thr Tyr Lys Tyr He Gin Tyr Arg 
325 330 335 

cgt age cct gtg tat cca gtg atg ggt gat tgt gtg tgc atg get aaa 1056 
Arg Ser Pro Val Tyr Pro Val Met Gly Asp Cys Val Cys Met Ala Lys 
340 345 350 

ggt get gca gaa aca gtg aag ctg aac atg get ttg att etc tta cct 1104 
Gly Ala Ala Glu Thr Val Lys Leu Asn Met Ala Leu He Leu Leu Pro 
355 360 365 

gtt tgt aga aac acc ate aca tgg ctt aga aat aag acc agg ttg ggt 1152 
Val Cys Arg Asn Thr He Thr Trp Leu Arg Asn Lys Thr Arg Leu Gly 
370 375 380 

cgt gtt gtc cca ttt gat gac aat etc aac ttc cac aag gtt ata gcg 1200 
Arg Val Val Pro Phe Asp Asp Asn Leu Asn Phe His Lys Val He Ala 
385 390 395 400 

gtg ggg att ata gtt gga gta acg atg cac gec ggg gca cat tta gcg 1248 
Val Gly He He Val Gly Val Thr Met His Ala Gly Ala His Leu Ala 
405 410 415 

tgt gat ttc ccg egg tta eta cat gca act cca gag gca tat agg cct 1296 
Cys Asp Phe Pro Arg Leu Leu His Ala Thr Pro Glu Ala Tyr Arg Pro 
420 425 430 

tta aga cag ttt ttt ggg gat gag caa cca aag age tac tgg cat ttt 1344 
Leu Arg Gin Phe Phe Gly Asp Glu Gin Pro Lys Ser Tyr Trp His Phe 
435 440 445 

gta aac teg gta gaa ggt ata acc gga ctt gtg atg gtt ttg tta atg 1392 
Val Asn Ser Val Glu Gly He Thr Gly Leu Val Met Val Leu Leu Met 
450 455 460 

gcg att gca ttc aca eta gec acg cct tgg ttc aga aga ggg aag eta 1440 
Ala He Ala Phe Thr Leu Ala Thr Pro Trp Phe Arg Arg Gly Lys Leu 
465 470 475 480 

aac tat ctt cca gga cca tta aag aaa eta get age ttc aat gee ttc 1488 
Asn Tyr Leu Pro Gly Pro Leu Lys Lys Leu Ala Ser Phe Asn Ala Phe 
485 490 495 

tgg tac act cat cat ttg ttt gtc ata gtc tac att ctt ctt gtt get 1536 
Trp Tyr Thr His His Leu Phe Val He Val Tyr He Leu Leu Val Ala 
500 505 510 

cat gga tac tac ttg tat etc acc aga gac tgg cac aat aaa acg act 1584 
His Gly Tyr Tyr Leu Tyr Leu Thr Arg Asp Trp His Asn Lys Thr Thr 
515 520 525 

tgg atg tat ttg gtg gta cca gtg gtt eta tac gcg tgt gaa agg ttg 1632 
Trp Met Tyr Leu Val Val Pro Val Val Leu Tyr Ala Cys Glu Arg Leu 
530 535 540 
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ata aga gca ttc agg teg age ate aag gcg gtg act att agg aaa gta 1680 
lie Arg Ala Phe Arg Ser Ser lie Lys Ala Val Thr He Arg Lys Val 
545 550 555 560 

gca gtt tat cca gga aac gtg ctg gca att cac ttg tea agg cct caa 1728 
Ala Val Tyr Pro Gly Asn Val Leu Ala He His Leu Ser Arg Pro Gin 
565 570 575 

aac ttc aaa tac aag agt ggt caa tac atg ttt gtt aac tgt get get 1776 
Asn Phe Lys Tyr Lys Ser Gly Gin Tyr Met Phe Val Asn Cys Ala Ala 
580 585 590 

gtt tct cca ttt gaa tgg cat cca ttt tea ate aca tct gca cca caa 1824 
Val Ser Pro Phe Glu Trp His Pro Phe Ser He Thr Ser Ala Pro Gin 
595 600 605 

gat gat tac eta agt gtt cac att aga gtt ctt ggg gat tgg aca cga 1872 
Asp Asp Tyr Leu Ser Val His lie Arg Val Leu Gly Asp Trp Thr Arg 
610 615 620 

get etc aaa gga gtc ttc tct gag gtg tgt aag cca cca ccg gca gga 1920 
Ala Leu Lys Gly Val Phe Ser Glu Val Cys Lys Pro Pro Pro Ala Gly 
625 630 635 640 

gtt agt ggt ctg ctt aga gec gac atg ttg cat ggt gca aat aat ccc 1968 
Val Ser Gly Leu Leu Arg Ala Asp Met Leu His Gly Ala Asn Asn Pro 
645 650 655 

gac ttc ccg aaa gtc ttg att gat ggt cca tat ggt gca cca gca caa 2016 
Asp Phe Pro Lys Val Leu He Asp Gly Pro Tyr Gly Ala Pro Ala Gin 
660 665 670 

gac tac aag aag tac gag gtg gtt eta eta gtt ggt etc ggg att gga 2 064 
Asp Tyr Lys Lys Tyr Glu Val Val Leu Leu Val Gly Leu Gly He Gly 
675 680 685 

gec aca cca atg ate agt ate gtc aaa gac att gtt aat aac ate aag 2112 
Ala Thr Pro Met He Ser He Val Lys Asp He Val Asn Asn He Lys 
690 695 700 

gec aag gaa caa gee caa eta aac cga atg gag aat gga aca age gaa 2160 
Ala Lys Glu Gin Ala Gin Leu Asn Arg Met Glu Asn Gly Thr Ser Glu 
705 710 715 720 

cca caa cga agt aag aaa gag agt ttc agg ace cgt aga get tac ttc 2208 
Pro Gin Arg Ser Lys Lys Glu Ser Phe Arg Thr Arg Arg Ala Tyr Phe 
725 730 735 

tat tgg gtt acg cgt gag caa ggc tct ttc gat tgg ttc aag aac ata 2256 
Tyr Trp Val Thr Arg Glu Gin Gly Ser Phe Asp Trp Phe Lys Asn He 
740 745 750 

atg aac gaa gtc gcg gaa cga gat gee aac cgc gtc ate gaa atg cat 2304 
Met Asn Glu Val Ala Glu Arg Asp Ala Asn Arg Val He Glu Met His 
755 760 765 

aac tat tgt aca agt gtc tat gaa gaa ggt gac get cgt tec gca ctt 2352 
Asn Tyr Cys Thr Ser Val Tyr Glu Glu Gly Asp Ala Arg Ser Ala Leu 
770 775 780 

ata cat atg ctt caa tea eta aac cat gca aag aac ggc gtc gac att 2400 
He His Met Leu Gin Ser Leu Asn His Ala Lys Asn Gly Val Asp He 
785 790 795 800 

gtc tct gga aca aga gtt atg tec cat ttc get aaa cct aat tgg aga 2448 
Val Ser Gly Thr Arg Val Met Ser His Phe Ala Lys Pro Asn Trp Arg 
805 810 815 
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aat gtt tac aag cgt ata get atg gat cat cct aac acc aaa gtt gga 2496 
Asn Val Tyr Lys Arg He Ala Met Asp His Pro Asn Thr Lys Val Gly 
820 825 830 

gtg ttt tac tgt gga gca cca gca ttg aca aag gag eta agg cat eta 2 544 
Val Phe Tyr Cys Gly Ala Pro Ala Leu Thr Lys Glu Leu Arg His Leu 
835 840 845 

get tta gat ttc acc cac aaa aca age acc aga ttc tec ttc cac aaa 2 592 
Ala Leu Asp Phe Thr His Lys Thr Ser Thr Arg Phe Ser Phe His Lys 
850 855 860 

gag aat ttc taa 2 604 

Glu Asn Phe 

865 

<210> 20 
<211> 867 
<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 20 

Met Ser Arg Val Ser Phe Glu Val Ser Gly Gly Tyr His Ser Asp Ala 
15 10 15 

Glu Ala Gly Asn Ser Gly Pro Met Ser Gly Gly Gin Leu Pro Pro He 
20 25 30 

Tyr Lys Lys Pro Gly Asn Ser Arg Phe Thr Ala Glu Asn Ser Gin Arg 
35 40 45 

Thr Arg Thr Ala Pro Tyr Val Asp Leu Thr Val Asp Val Gin Asp Asp 
50 55 60 

Thr Val Ser Val His Ser Leu Lys Met Glu Gly Gly Ser Ser Val Glu 
65 70 75 80 

Glu Ser Pro Glu Leu Thr Leu Leu Lys Arg Asn Arg Leu Glu Lys Lys 

85 90 95 

Thr Thr Val Val Lys Arg Leu Ala Ser Val Ser His Glu Leu Lys Arg 
100 105 110 

Leu Thr Ser Val Ser Gly Gly He Gly Gly Arg Lys Pro Pro Arg Pro 
115 120 125 

Ala Lys Leu Asp Arg Thr Lys Ser Ala Ala Ser Gin Ala Leu Lys Gly 
130 135 140 ' 

Leu Lys Phe He Ser Lys Thr Asp Gly Gly Ala Gly Trp Ser Ala Val 
145 150 155 160 

Glu Lys Arg Phe Asn Gin He Thr Ala Thr Thr Gly Gly Leu Leu Leu 
165 170 175 

Arg Thr Lys Phe Gly Glu Cys He Gly Met Thr Ser Lys Asp Phe Ala 
180 185 190 

Leu Glu Leu Phe Asp Ala Leu Ala Arg Arg Arg Asn He Thr Gly Glu 
195 200 205 

Val He Asp Gly Asp Gin Leu Lys Glu Phe Trp Glu Gin He Asn Asp 
210 215 220 

Gin Ser Phe Asp Ser Arg Leu Lys Thr Phe Phe Asp Met Val Asp Lys 
225 230 235 240 

Asp Ala Asp Gly Arg Leu Thr Glu Asp Glu Val Arg Glu Leu Glu Ser 
245 250 255 
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Leu Glu Thr Leu Leu Leu Gin Ala Ala Thr Gin Ser Val lie Thr Ser 
260 265 270 

Thr Gly Glu Arg Lys Asn Leu Ser His Met Met Ser Gin Arg Leu Lys 
275 280 285 

Pro Thr Phe Asn Arg Asn Pro Leu Lys Arg Trp Tyr Arg Gly Leu Arg 
290 295 300 

Phe Phe Leu Leu Asp Asn Trp Gin Arg Cys Trp Val He Val Leu Trp 
305 310 315 320 

Phe He Val Met Ala He Leu Phe Thr Tyr Lys Tyr lie Gin Tyr Arg 
325 330 335 

Arg Ser Pro Val Tyr Pro Val Met Gly Asp Cys Val Cys Met Ala Lys 
340 345 350 

Gly Ala Ala Glu Thr Val Lys Leu Asn Met Ala Leu He Leu Leu Pro 
355 360 365 

Val Cys Arg Asn Thr He Thr Trp Leu Arg Asn Lys Thr Arg Leu Gly 
370 375 380 

Arg Val Val Pro Phe Asp Asp Asn Leu Asn Phe His Lys Val He Ala 
385 390 395 400 

Val Gly He He Val Gly Val Thr Met His Ala Gly Ala His Leu Ala 
405 410 415 

Cys Asp Phe Pro Arg Leu Leu His Ala Thr Pro Glu Ala Tyr Arg Pro 
420 425 430 

Leu Arg Gin Phe Phe Gly Asp Glu Gin Pro Lys Ser Tyr Trp His Phe 
435 440 445 

Val Asn Ser Val Glu Gly He Thr Gly Leu Val Met Val Leu Leu Met 
450 455 460 

Ala He Ala Phe Thr Leu Ala Thr Pro Trp Phe Arg Arg Gly Lys Leu 
465 470 475 480 

Asn Tyr Leu Pro Gly Pro Leu Lys Lys Leu Ala Ser Phe Asn Ala Phe 
485 490 495 

Trp Tyr Thr His His Leu Phe Val He Val Tyr He Leu Leu Val Ala 
500 505 510 

His Gly Tyr Tyr Leu Tyr Leu Thr Arg Asp Trp His Asn Lys Thr Thr 
515 520 525 

Trp Met Tyr Leu Val Val Pro Val Val Leu Tyr Ala Cys Glu Arg Leu 
530 535 540 

He Arg Ala Phe Arg Ser Ser He Lys Ala Val Thr He Arg Lys Val 
545 550 555 560 

Ala Val Tyr Pro Gly Asn Val Leu Ala He His Leu Ser Arg Pro Gin 
565 570 575 

Asn Phe Lys Tyr Lys Ser Gly Gin Tyr Met Phe Val Asn Cys Ala Ala 
580 585 590 

Val Ser Pro Phe Glu Trp His Pro Phe Ser He Thr Ser Ala Pro Gin 
595 600 605 

Asp Asp Tyr Leu Ser Val His He Arg Val Leu Gly Asp Trp Thr Arg 
610 615 620 

Ala Leu Lys Gly Val Phe Ser Glu Val Cys Lys Pro Pro Pro Ala Gly 
625 630 635 640 
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Val Ser Gly Leu Leu Arg Ala Asp Met Leu His Gly Ala Asn Asn Pro 
645 650 655 

Asp Phe Pro Lys Val Leu lie Asp Gly Pro Tyr Gly Ala Pro Ala Gin 
660 665 670 

Asp Tyr Lys Lys Tyr Glu Val Val Leu Leu Val Gly Leu Gly lie Gly 
675 680 685 

Ala Thr Pro Met He Ser He Val Lys Asp He Val Asn Asn He Lys 
690 695 700 

Ala Lys Glu Gin Ala Gin Leu Asn Arg Met Glu Asn Gly Thr Ser Glu 
705 710 715 720 

Pro Gin Arg Ser Lys Lys Glu Ser Phe Arg Thr Arg Arg Ala Tyr Phe 
725 730 735 

Tyr Trp Val Thr Arg Glu Gin Gly Ser Phe Asp Trp Phe Lys Asn He 
740 745 750 

Met Asn Glu Val Ala Glu Arg Asp Ala Asn Arg Val He Glu Met His 
755 760 765 

Asn Tyr Cys Thr Ser Val Tyr Glu Glu Gly Asp Ala Arg Ser Ala Leu 
770 775 780 

He His Met Leu Gin Ser Leu Asn His Ala Lys Asn Gly Val Asp He 
785 790 795 800 

Val Ser Gly Thr Arg Val Met Ser His Phe Ala Lys Pro Asn Trp Arg 
805 810 815 

Asn Val Tyr Lys Arg He Ala Met Asp His Pro Asn Thr Lys Val Gly 
820 825 830 

Val Phe Tyr Cys Gly Ala Pro Ala Leu Thr Lys Glu Leu Arg His Leu 
835 840 845 

Ala Leu Asp Phe Thr His Lys Thr Ser Thr Arg Phe Ser Phe His Lys 
850 855 860 

Glu Asn Phe 
865 



<210> 21 
<211> 2709 
<212> DNA 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (2706) 

<223> coding for NADPH-oxidase 

<400> 21 

atg atg aat cga agt gaa atg caa aag tta ggt ttc gaa cac gtg aga 48 
Met Met Asn Arg Ser Glu Met Gin Lys Leu Gly Phe Glu His Val Arg 
15 10 15 

tac tac aca gag teg ccg tac aac aga gga gag tec teg gcg aac gtg 96 
Tyr Tyr Thr Glu Ser Pro Tyr Asn Arg Gly Glu Ser Ser Ala Asn Val 
20 25 30 

gcg acg aca age aac tat tac ggt gaa gat gaa cca tac gtg gag ate 144 
Ala Thr Thr Ser Asn Tyr Tyr Gly Glu Asp Glu Pro Tyr Val Glu He 
35 40 45 
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acg eta gat ate cac gac gat tec gtc tec gtg tac ggc ttg aag tea 192 
Thr Leu Asp He His Asp Asp Ser Val Ser Val Tyr Gly Leu Lys Ser 
50 55 60 

ccg aac cat cga ggg gee ggg tct aat tat gag gat caa teg ctt etc 240 
Pro Asn His Arg Gly Ala Gly Ser Asn Tyr Glu Asp Gin Ser Leu Leu 
65 70 75 80 

aga caa ggt cgt tea ggg agg agt aac teg gta ttg aaa cgc ttg get 288 
Arg Gin Gly Arg Ser Gly Arg Ser Asn Ser Val Leu Lys Arg Leu Ala 

85 90 ^ ^ 95 

tct tct gtt tec ace gga ata aca cga gtt get tct tct gtt tct teg 336 
Ser Ser Val Ser Thr Gly He Thr Arg Val Ala Ser Ser Val Ser Ser 
100 105 110 

tct tec gcg aga aaa cca ccg egg ccg cag ctg get aag ctg cgc cgt 384 
Ser Ser Ala Arg Lys Pro Pro Arg Pro Gin Leu Ala Lys Leu Arg Arg 
115 120 125 

teg aaa tct aga gca gag eta get etc aaa ggt ctt aaa ttc ate ace 432 
Ser Lys Ser Arg Ala Glu Leu Ala Leu Lys Gly Leu Lys Phe He Thr 
130 135 140 

aag act gat ggt gtc act ggt tgg cct gaa gtt gag aaa egg ttt tat 480 
Lys Thr Asp Gly Val Thr Gly Trp Pro Glu Val Glu Lys Arg Phe Tyr 
145 150 155 160 

gtg atg aca atg act aat aac gga tta tta cac cga tec aga ttc ggt 528 
Val Met Thr Met Thr Asn Asn Gly Leu Leu His Arg Ser Arg Phe Gly 
165 170 ~ 175 

gaa tgt ata ggg atg aaa teg acg gag ttt gcg ttg gca ttg ttc gat 576 
Glu Cys He Gly Met Lys Ser Thr Glu Phe Ala Leu Ala Leu Phe Asp 
180 185 190 

get tta gcg agg agg gaa aac gta age gga gat tea ata aac atg aat 624 
Ala Leu Ala Arg Arg Glu Asn Val Ser Gly Asp Ser He Asn Met Asn 
195 200 205 

gag ctt aaa gag ttc tgg aag cag ate act gat caa gat ttt gat tea 672 
Glu Leu Lys Glu Phe Trp Lys Gin He Thr Asp Gin Asp Phe Asp Ser 
210 215 220 

agg eta cga act ttc ttc gee atg gtc gat aag gat teg gat ggg egg 720 
Arg Leu Arg Thr Phe Phe Ala Met Val Asp Lys Asp Ser Asp Gly Arg 
225 230 235 240 

ttg aat gaa gee gaa gta aga gag att ata act tta agt get tct gca 768 
Leu Asn Glu Ala Glu Val Arg Glu He He Thr Leu Ser Ala Ser Ala 
245 250 255 

aac gag ttg gat aac att egg aga caa get gat gaa tat get get ttg 816 
Asn Glu Leu Asp Asn He Arg Arg Gin Ala Asp Glu Tyr Ala Ala Leu 
260 265 270 

att atg gaa gaa etc gat cct tat cat tat gga tac ate atg ata gag 864 
He Met Glu Glu Leu Asp Pro Tyr His Tyr Gly Tyr He Met He Glu 
275 280 285 

aat etc gag ata ctt eta ttg caa gcg ccg atg cag gat gtg aga gat 912 
Asn Leu Glu He Leu Leu Leu Gin Ala Pro Met Gin Asp Val Arg Asp 
290 295 300 

gga gag agt aag aag eta age aag atg eta agt cag aat etc atg gtt 960 
Gly Glu Ser Lys Lys Leu Ser Lys Met Leu Ser Gin Asn Leu Met Val 
305 310 315 320 
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ccg cag agt agg aat etc ggg gca cgt ttt tgc aga ggg atg aag tat 1008 
Pro Gin Ser Arg Asn Leu Gly Ala Arg Phe Cys Arg Gly Met Lys Tyr 
325 330 335 

ttt ttg ttt gat aat tgg aag aga gtg tgg gtg atg get eta tgg ata 1056 
Phe Leu Phe Asp Asn Trp Lys Arg Val Trp Val Met Ala Leu Trp lie 
340 " 345 350 

ggt get atg gcg ggt ttg ttc acg tgg aag ttt atg gag tat cga aaa 1104 
Gly Ala Met Ala Gly Leu Phe Thr Trp Lys Phe Met Glu Tyr Arg Lys 
355 360 365 

aga tec get tac gaa gtc atg gga gtt tgt gtt tgt ata get aaa gga 1152 
Arg Ser Ala Tyr Glu Val Met Gly Val Cys Val Cys lie Ala Lys Gly 
370 375 380 

get gca gag acg ctt aaa eta aac atg get atg att ttg tta cca gtt 1200 
Ala Ala Glu Thr Leu Lys Leu Asn Met Ala Met lie Leu Leu Pro Val 
385 390 395 400 

tgt agg aac ace ate act tgg ctg egg ace aaa acc aag tta agt get 1248 
Cys Arg Asn Thr He Thr Trp Leu Arg Thr Lys Thr Lys Leu Ser Ala 
405 410 415 

att gtt cct ttc gat gac age etc aat ttt cac aag gtc ata get ata 1296 
He Val Pro Phe Asp Asp Ser Leu Asn Phe His Lys Val He Ala He 
420 425 430 

gga att tea gtt gga gtt gga ate cat get aca tct cac tta gca tgt 1344 
Gly He Ser Val Gly Val Gly He His Ala Thr Ser His Leu Ala Cys 
435 440 445 

gat ttc ccc cga ctg ata get gca gac gaa gat cag tat gag cca atg 1392 
Asp Phe Pro Arg Leu He Ala Ala Asp Glu Asp Gin Tyr Glu Pro Met 
450 455 460 

gag aag tat ttt ggg cca cag aca aag aga tat ttg gac ttt gtt caa 1440 
Glu Lys Tyr Phe Gly Pro Gin Thr Lys Arg Tyr Leu Asp Phe Val Gin 
465 470 475 480 

teg gta gaa gga gtt acc ggg att gga atg gtt gta eta atg acc ata 1488 
Ser Val Glu Gly Val Thr Gly He Gly Met Val Val Leu Met Thr He 
485 490 495 

gec ttt aca ttg get aca aca tgg ttc aga cgt aat aag etc aac ctt 1536 
Ala Phe Thr Leu Ala Thr Thr Trp Phe Arg Arg Asn Lys Leu Asn Leu 
500 505 510 

cct gga cca ctg aag aaa ata aca ggc ttc aat gee ttc tgg tac tct 1584 
Pro Gly Pro Leu Lys Lys He Thr Gly Phe Asn Ala Phe Trp Tyr Ser 
515 520 525 

cac cac tta ttt gtt ate gtc tac teg ctt ctt gtc gtt cat gga ttc 1632 
His His Leu Phe Val He Val Tyr Ser Leu Leu Val Val His Gly Phe 
530 535 540 

tac gta tac etc ate ate gag cca tgg tac aag aaa acg aca tgg atg 1680 
Tyr Val Tyr Leu He He Glu Pro Trp Tyr Lys Lys Thr Thr Trp Met 
545 550 555 560 

tat ttg atg gta ccg gtg gtt ctt tac ttg tgt gaa agg ctg att cgt 1728 
Tyr Leu Met Val Pro Val Val Leu Tyr Leu Cys Glu Arg Leu He Arg 
565 570 575 

gca ttc agg tea age gtc gag get gtt tea gtg eta aag gtt get gtg 1776 
Ala Phe Arg Ser Ser Val Glu Ala Val Ser Val Leu Lys Val Ala Val 
580 585 590 
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tta cca ggg aat gtc ttg teg ctt cac ttg tea aga cca age aac ttc 1824 
Leu Pro Gly Asn Val Leu Ser Leu His Leu Ser Arg Pro Ser Asn Phe 
595 600 605 

aga tac aag agt gga caa tac atg tat etc aac tgt tct gca gtt tct 1872 
Arg Tyr Lys Ser Gly Gin Tyr Met Tyr Leu Asn Cys Ser Ala Val Ser 
610 615 620 

aca tta gaa tgg cat cca ttc tea att acc tea get cca gga gat gac 1920 
Thr Leu Glu Trp His Pro Phe Ser lie Thr Ser Ala Pro Gly Asp Asp 
625 630 635 640 

tac etc agt gtc cac ate agg gtt tta gga gac tgg act aag caa tta 1968 
Tyr Leu Ser Val His lie Arg Val Leu Gly Asp Trp Thr Lys Gin Leu 
645 650 655 

aga tea tta ttc tct gag gtg tgc aag cca cgc cct cct gat gaa cac 2 016 
Arg Ser Leu Phe Ser Glu Val Cys Lys Pro Arg Pro Pro Asp Glu His 
660 665 670 

aga ctg aac aga gee gac teg aag cac tgg gat tac ate cct gac ttt 2 064 
Arg Leu Asn Arg Ala Asp Ser Lys His Trp Asp Tyr lie Pro Asp Phe 
675 680 685 

cca aga ate eta att gat ggt cca tat gga gca cca gca caa gac tac 2112 
Pro Arg lie Leu lie Asp Gly Pro Tyr Gly Ala Pro Ala Gin Asp Tyr 
690 695 700 

aag aag ttt gaa gtt gtt ctg eta gtg ggt eta gga ate ggt gee act 2160 
Lys Lys Phe Glu Val Val Leu Leu Val Gly Leu Gly lie Gly Ala Thr 
705 710 715 720 

ccg atg ate age ata gtg agt gac ata ate aat aac ttg aaa ggc gtg 2208 
Pro Met He Ser He Val Ser Asp He He Asn Asn Leu Lys Gly Val 
725 730 735 

gaa gaa ggc agt aac cga aga cag tea ccg ate cat aat atg gtc aca 2 2 56 
Glu Glu Gly Ser Asn Arg Arg Gin Ser Pro He His Asn Met Val Thr 
740 745 750 

cct cct gtt tct cca tea aga aaa agt gag acg ttc aga acc aag aga 2304 
Pro Pro Val Ser Pro Ser Arg Lys Ser Glu Thr Phe Arg Thr Lys Arg 
755 760 765 

get tac ttc tac tgg gtc aca aga gag cag ggg teg ttt gac tgg ttc 2352 
Ala Tyr Phe Tyr Trp Val Thr Arg Glu Gin Gly Ser Phe Asp Trp Phe 
770 775 780 

aag aac gtg atg gac gaa gtg act gaa aca gac cgc aaa aac gta att 2400 
Lys Asn Val Met Asp Glu Val Thr Glu Thr Asp Arg Lys Asn Val He 
785 790 795 800 

gag ctg cat aat tac tgc acc age gtt tac gag gaa ggg gac gcg agg 2448 
Glu Leu His Asn Tyr Cys Thr Ser Val Tyr Glu Glu Gly Asp Ala Arg 
805 810 815 

tct gca ctt ate acg atg etc cag tct eta aac cat get aag cat gga 2 496 
Ser Ala Leu He Thr Met Leu Gin Ser Leu Asn His Ala Lys His Gly 
820 825 830 

gtg gac gtt gtg tea gga aca cgt gtc atg tec cat ttc get agg cca 2544 
Val Asp Val Val Ser Gly Thr Arg Val Met Ser His Phe Ala Arg Pro 
835 840 845 

aac tgg aga age gtt ttc aaa agg ate get gtg aat cat cct aag act 2592 
Asn Trp Arg Ser Val Phe Lys Arg He Ala Val Asn His Pro Lys Thr 
850 855 860 
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aga gtc gga gtg ttt tat tgt gga gca get ggg tta gtg aaa gag tta 2 640 
Arg Val Gly Val Phe Tyr Cys Gly Ala Ala Gly Leu Val Lys Glu Leu 
865 870 875 880 

cga cac tta tea ctg gat ttc tct cat aag acc tec ace aag ttc ate 2688 
Arg His Leu Ser Leu Asp Phe Ser His Lys Thr Ser Thr Lys Phe lie 
885 890 895 

ttc cat aaa gag aat ttc taa 2709 
Phe His Lys Glu Asn Phe 
900 

<210> 22 
<211> 902 
<212> PRT 

<213> AraiDidopsis thaliana 
<400> 22 

Met Met Asn Arg Ser Glu Met Gin Lys Leu Gly Phe Glu His Val Arg 
15 10 is 

Tyr Tyr Thr Glu Ser Pro Tyr Asn Arg Gly Glu Ser Ser Ala Asn Val 
20 25 30 

Ala Thr Thr Ser Asn Tyr Tyr Gly Glu Asp Glu Pro Tyr Val Glu lie 
35 40 45 

Thr Leu Asp lie His 'Asp Asp Ser Val Ser Val Tyr Gly Leu Lys Ser 
50 55 60 

Pro Asn His Arg Gly Ala Gly Ser Asn Tyr Glu Asp Gin Ser Leu Leu 
65 70 75 80 

Arg Gin Gly Arg Ser Gly Arg Ser Asn Ser Val Leu Lys Arg Leu Ala 

85 90 95 

Ser Ser Val Ser Thr Gly lie Thr Arg Val Ala Ser Ser Val Ser Ser 
100 105 110 

Ser Ser Ala Arg Lys Pro Pro Arg Pro Gin Leu Ala Lys Leu Arg Arg 
115 120 125 

Ser Lys Ser Arg Ala Glu Leu Ala Leu Lys Gly Leu Lys Phe lie Thr 
130 135 140 

Lys Thr Asp Gly Val Thr Gly Trp Pro Glu Val Glu Lys Arg Phe Tyr 
145 150 155 160 

Val Met Thr Met Thr Asn Asn Gly Leu Leu His Arg Ser Arg Phe Gly 
165 170 175 

Glu Cys lie Gly Met Lys Ser Thr Glu Phe Ala Leu Ala Leu Phe Asp 
180 185 190 

Ala Leu Ala Arg Arg Glu Asn Val Ser Gly Asp Ser lie Asn Met Asn 
195 200 205 

Glu Leu Lys Glu Phe Trp Lys Gin lie Thr Asp Gin Asp Phe Asp Ser 
210 215 220 

Arg Leu Arg Thr Phe Phe Ala Met Val Asp Lys Asp Ser Asp Gly Arg 
225 230 235 240 

Leu Asn Glu Ala Glu Val Arg Glu lie lie Thr Leu Ser Ala Ser Ala 
245 250 255 

Asn Glu Leu Asp Asn lie Arg Arg Gin Ala Asp Glu Tyr Ala Ala Leu 
260 265 270 
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lie Met Glu Glu Leu Asp Pro Tyr His Tyr Gly Tyr lie Met lie Glu 
275 280 285 

Asn Leu Glu lie Leu Leu Leu Gin Ala Pro Met Gin Asp Val Arg Asp 
290 295 300 

Gly Glu Ser Lys Lys Leu Ser Lys Met Leu Ser Gin Asn Leu Met Val 
305 310 315 320 

Pro Gin Ser Arg Asn Leu Gly Ala Arg Phe Cys Arg Gly Met Lys Tyr 
325 330 335 

Phe Leu Phe Asp Asn Trp Lys Arg Val Trp Val Met Ala Leu Trp lie 
340 345 350 

Gly Ala Met Ala Gly Leu Phe Thr Trp Lys Phe Met Glu Tyr Arg Lys 
355 360 365 

Arg Ser Ala Tyr Glu Val Met Gly Val Cys Val Cys lie Ala Lys Gly 
370 375 380 

Ala Ala Glu Thr Leu Lys Leu Asn Met Ala Met lie Leu Leu Pro Val 
385 390 395 400 

Cys Arg Asn Thr lie Thr Trp Leu Arg Thr Lys Thr Lys Leu Ser Ala 
405 410 415 

lie Val Pro Phe Asp Asp Ser Leu Asn Phe His Lys Val lie Ala lie 
420 425 430 

Gly He Ser Val Gly Val Gly He His Ala Thr Ser His Leu Ala Cys 
435 440 445 

Asp Phe Pro Arg Leu He Ala Ala Asp Glu Asp Gin Tyr Glu Pro Met 
450 455 460 

Glu Lys Tyr Phe Gly Pro Gin Thr Lys Arg Tyr Leu Asp Phe Val Gin 
465 470 475 480 

Ser Val Glu Gly Val Thr Gly He Gly Met Val Val Leu Met Thr He 
485 490 495 

Ala Phe Thr Ljeu Ala Thr Thr Trp Phe Arg Arg Asn Lys Leu Asn Leu 
500 505 510 

Pro Gly Pro Leu Lys Lys He Thr Gly Phe Asn Ala Phe Trp Tyr Ser 
515 520 525 

His His Leu Phe Val He Val Tyr Ser Leu Leu Val Val His Gly Phe 
530 535 540 

Tyr Val Tyr Leu He He Glu Pro Trp Tyr Lys Lys Thr Thr Trp Met 
545 550 555 560 

Tyr Leu Met Val Pro Val Val Leu Tyr Leu Cys Glu Arg Leu He Arg 
565 570 575 

Ala Phe Arg Ser Ser Val Glu Ala Val Ser Val Leu Lys val Ala Val 
580 585 590 

Leu Pro Gly Asn Val Leu Ser Leu His Leu Ser Arg Pro Ser Asn Phe 
595 600 605 

Arg Tyr Lys Ser Gly Gin Tyr Met Tyr Leu Asn Cys Ser Ala Val Ser 
610 615 620 

Thr Leu Glu Trp His Pro Phe Ser He Thr Ser Ala Pro Gly Asp Asp 
625 630 635 640 

Tyr Leu Ser Val His He Arg Val Leu Gly Asp Trp Thr Lys Gin Leu 



645 



650 



655 
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Arg Ser Leu Phe Ser Glu Val Cys Lys Pro Arg Pro Pro Asp Glu Hxs 
660 665 670 

Arg Leu Asn Arg Ala Asp Ser Lys His Trp Asp Tyr lie Pro Asp Phe 
675 680 685 

Pro Arg lie Leu lie Asp Gly Pro Tyr Gly Ala Pro Ala Gin Asp Tyr 
690 695 700 

Lys Lys Phe Glu Val Val Leu Leu Val Gly Leu Gly lie Gly Ala Thr 
705 710 715 720 

Pro Met lie Ser lie Val Ser Asp lie lie Asn Asn Leu Lys Gly Val 
725 730 735 

Glu Glu Gly Ser Asn Arg Arg Gin Ser Pro lie His Asn Met Val Thr 
740 745 750 

Pro Pro Val Ser Pro Ser Arg Lys Ser Glu Thr Phe Arg Thr Lys Arg 
755 760 765 

Ala Tyr Phe Tyr Trp Val Thr Arg Glu Gin Gly Ser Phe Asp Trp Phe 
770 775 780 

Lys Asn Val Met Asp Glu Val Thr Glu Thr Asp Arg Lys Asn Val lie 
785 790 795 800 

Glu Leu His Asn Tyr Cys Thr Ser Val Tyr Glu Glu Gly Asp Ala Arg 
805 810 815 

Ser Ala Leu lie Thr Met Leu Gin Ser Leu Asn His Ala Lys His Gly 
820 825 830 

Val Asp Val Val Ser Gly Thr Arg Val Met Ser His Phe Ala Arg Pro 
835 840 845 

Asn Trp Arg Ser Val Phe Lys Arg lie Ala Val Asn His Pro Lys Thr 
850 855 860 

Arg Val Gly Val Phe Tyr Cys Gly Ala Ala Gly Leu Val Lys Glu Leu 
865 870 875 880 

Arg His Leu Ser Leu Asp Phe Ser His Lys Thr Ser Thr Lys Phe lie 
885 890 895 

Phe His Lys Glu Asn Phe 
900 



<210> 23 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
oligonucleotide primer 

<400> 23 

garcaaggct cttttgattg 20 

<210> 24 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
oligonucleotide primer 
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schelnen zu lassen, oder durch die das VerSfrentlfcbungsdatum elner 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentllchung belegt werden 
soil oder die aus elnem anderen besonderen Grund angegeben 1st (wie 
ausgefuhrt) 

'Or VerSffentlichung, die slch auf eine mOndllche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaRnahmen bezieht 
■p' Veroffentllchung, die vor dem Intemationalen Anmeldedatum, aber nach 



'T" SpStere Veroffentllchung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Priorftatsdatum verSffentlicht worden 1st und mit der 
Anmeldung nlcht kollidiert, sondern nur zum Verstandnls des der 
Erflndung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben 1st 

•X" VerSffentlichung von besondererBedeutung; die beanspruchte Erflndung 
kann alleln aufgrund dleser VerSffentlichung nlcht als neu oder auf 
erffnderischer Tatfgkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" VerSffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erflndung 
kann nlcht als auf erflnderischerTatlgkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die VerSffentlichung mlt elner Oder mehreren anderen 
Veroffentllchungen dieser Kategorie in Verblndung gebracht wlrd und 
diese Verblndung fQr einen Fachmann naheliegend 1st 

•&• VerSffentlichung, die Mitglled derselben PatentfamiHe 1st 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 

13. November 2003 


Absendedatum des Intemationalen Recherchenberichts 

28/11/2003 


Name und Postanschrift der Intemationalen RecherchenbehOrde 
Europalsches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280HVRijswiik 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevollmachtlgter Bediensteter 

Bilang, J 



Fo/mblatt PCT/ISA/210 (BfeH 2) (Jul) 1902) 



INTERN ATIONAL^MCHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 
'EP 03/07589 



Feld I Bemerkungen zu den AnsprQchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden GrQnden fQr bestimmte AnsprQche kein Recherchenbericht erstellt: 
1. AnsprQche Nr. 

— wei) sle sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die BehOrde nicht verpflichtet ist, namllch 



2. AnsprQche Nr. 

— well sle sich auf Telle der Internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenlg entsprechen, 
daB eine slnnvoUe Internationale Recherche nicht durchgefQhrt werden kann, namllch 



3. Lj AnsprQche Nr. 

— well es sich dabei um abhangige AnsprQche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld I) Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt 

siehe Zusatzblatt 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeitig entrlchtet hat, erstreckt sich dieser 
1 — ' Internationale Recherchenbericht auf alle recherchlerbaren AnsprQche. 

2 I I Da fQr alle recherchierbaren AnsprQche die Recherche ohne elnen Arbeitsaufwand durchgefQhrt werden konnte, der elne 
1 — ' zusatzliche RecherchengebQhr gerechtfertigt hatte, hat die Behdrde nicht zur Zahlung elner solchen GebQhr aufgefordert 



3. rn Da der Anmelder nur einlge der erforderlichen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeitig entrlchtet hat, erstreckt sich dieser 
1 — 1 Internationale Recherchenbericht nur auf die AnsprQche, fQr die GebQhren entrlchtet worden sind, namlich auf die 
AnsprQche Nr. 



4. | 1 Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen RecherchengebQhren nicht rechtzeitig entrlchtet Der Internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die In den AnsprQchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprQchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs | "| Die zusatzlichen GebQhren wurden vom Anmelder unter WIderspruch gezahlt. 

| X | Die Zahlung zusatziicher RecherchengebQhren erfoigte ohne WIderspruch. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Jui1 1998) 



INTERNATIONALEBJtECHERCHENBERICHT 



C(Fortsetzung) AUS WESENTLICH ANGESEl 



Internatiofllffs Aktenzeichen 

PCT/E^^07589 



UNTERLAGEN 



Kategorie 0 



Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



P,X 



P,A 



HUECKELHOVEN RALPH ET AL: 
"Tissue-specific superoxide generation at 
interaction sites in resistant and 
susceptibile near-isogenic barley lines 
attacked by the powdery mildew fungus 
(Erysiphe graminis f. sp. hordei)" 
MOLECULAR PLANT-MICROBE INTERACTIONS, 
Bd. 11, Nr. 4, April 1998 (1998-04), 
Seiten 292-300, XP009020951 
ISSN: 0894-0282 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 

SAGI MOSHE ET AL: "Superoxide production 
by plant homologues of the gp91phox NADPH 
oxidase. Modulation of activity by calcium 
and by tobacco mosaic virus infection" 
PLANT PHYSIOLOGY (ROCKVILLE) , 
Bd. 126, Nr. 3, Juli 2001 (2001-07),- 
Seiten 1281-1290, XP002261416 
ISSN: 0032-0889 
das ganze Dokument 

B0LWELL G PAUL ET AL: "The apoplastic 
oxidative burst 1n response to biotic 
stress in plants: A three-component 
system" 

JOURNAL OF EXPERIMENTAL BOTANY, 
Bd. 53, Nr. 372, Ma1 2002 (2002-05), 
Seiten 1367-1376, XP002261417 
ISSN: 0022-0957 
das ganze Dokument 

HUECKELHOVEN R ET AL: "Functional studies 
on the role of reactive oxygen 
intermediates 1n the resistance of barley 
against powdery mil dew." 
PLANT PROTECTION SCIENCE, 
Bd. 38, Nr. Special Issue 2, 2002, Seiten 
458-460, XP001155865 
ISSN: 1212-2580 

Seite 459, rechte Spalte, Absatz 1 

BORDEN STEPHANIE ET AL: "Hydrogen 
peroxide plays a critical role in the 
defence response of tomato to Cladosporium 
fulvum." 

PHYSIOLOGICAL AND MOLECULAR PLANT 
PATHOLOGY, 

Bd. 61, Nr. 4, Oktober 2002 (2002-10), 
Seiten 227-236, XP002261418 
ISSN: 0885-5765 

Seite 231, linke Spalte, Absatz 2 -Seite 
232, linke Spalte, Absatz 1; Abbildung 4 
Seite 234, linke Spalte, Absatz 3 

-/- 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



C(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEMBe UNTERLAGEN 



Internatioi 

PCT/E, 



Aktenieichen 

/07589 



Kategorie 0 I Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



MAHAL I NG AM RAMAMURTHY ET AL: "Stress 
response, cell death and signalling: The 
many faces of reactive oxygen species." 
PHYSIOLOGIA PLANTARUM, 
Bd. 119, Nr. 1, September 2003 (2003-09), 
Seiten 56-68, XP002261419 
ISSN: 0031-9317 (ISSN print) 
das ganze Dokument 



Focmblatl PCT/1SA/210 (Fortsatzung von Blatt 2) (Jull 1992) 



Sol to 3 «nn 3 



(12) NACH DEM VERTRA* 
PATENT WES] 



eUP|p< 



R DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENA 
CT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONAL 



RB^^ 

ALI^NIN 



UF DEM GEBIET DES 
MELDUNG 



GEANDERTE FASSUNG 



(19) Weltorganisation fur geistiges Eigentum 
Internationales Biiro 

(43) Internationales Veroffentlichungsdatum 
29. Januar 2004 (29.01.2004) 




PCT 



lllllllllllllllllllli 

(10) Internationale Veroffentlichungsnummer 

WO 2004/009820 Al 



(51) Internationale Patentklassifikation 7 : C12N 15/82, 
15/24, A01H 5/10 



(21) Internationales Aktenzeichen: 



PCT/EP2003/007589 



(22) Internationales Anmeldedatum: 

14. Juli 2003 (14.07.2003) 



(25) Einreichungssprache: 

(26) Veroffentlichungssprache: 



Deutsch 
Deutsch 



(30) Angaben zur Prioritat: 

102 33 327.0 22. Juli 2002 (22.07.2002) DE 

(71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
von US): BASF PLANT SCIENCE GMBH [DE/DE]; 
c/o BASF Aktiengesellschaft, 67056 Ludwigshafen (DE). 

(72) ErGnder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nurfiir US): KOGEL, Karl-Heinz 
[DE/DE]; Berggartenstr. 7, 35457 Lollar (DE). HUCK- 
ELHOVEN, Ralph [DE/DE]; Glaubrechtstr. 12, 35392 
Giessen (DE). TRUJILLO, Marco [DE/DE]; Heegstrauch 
Weg 10, 35394 Giessen (DE). 

(74) Anwalt: PRESSLER, Uwe; 67056 Ludwigshafen (DE). 

(81) Bestimmungsstaaten (national): AE, AG, AL, AM, AT, 
AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, 



CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI, GB, GD, GE, 
GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, 
KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, 
MN, MW, MX, MZ, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, 
RO, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SY, TJ, TM, TN, TR, 
TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW. 

(84) Bestimmungsstaaten (regional): ARIPO-Patent (GH, 
GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), 
eurasisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, 
TM), europaisches Patent (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, 
DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, 
PT, RO, SE, SI, SK, TR), OAPI-Patent (BF, BJ, CF, CG, 
CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 

Veroflentlicht: 

— mit internal ionalem Recherchenbericht 

— vor Ablauf der fur Anderungen der Anspruche geltenden 
Frist; Veroffent lie hung wird wiederholt f falls Anderungen 
eintreffen 

(88) Veroflentilchungsdatum des geanderten 

interna tionalcn Recherchenberichts: 1 1. Marz 2004 

(15) Informationen zur Berichtigung: 

siehe PCT Gazette Nr. 11/2004 vom 11. Marz 2004, Sec- 
tion n 

Zur Erklarung der Zweibuchstaben- Codes und der anderen Ab- 
kurzungen wird auf die Erklarungen ("Guidance Notes on Co- 
des and Abbreviations") am Anfang jeder regularen Ausgabe der 
PCT-Gazette verwiesen. 



oo 

ON (54) Title: METHOD FOR OBTAINING THE PATHOGENIC RESISTANCE IN PLANTS 

^ (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUM ERREICHEN EINER PATHOGENRESISTENZ IN PFLANZEN 



(57) Abstract: The invention relates to a method for obtaining or increasing the pathogenic resistance in plants by reducing the 
expression, activity or the functioning of a NADPH oxidase. 

O 

£^ (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Verfahren zur Erzeugung oder Erhohung einer Pathogenresistenz in Pflanzen durch 
Verminderung der Expression, Aktivitat oder Funktion einer NADPH Oxidase. 
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A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MA _ 

IPC 7 C12N15/82 C 



ClPl! 



In tional Application No 

PCT^£P 03/07589 



5/24 A01H5/1G 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 C12N 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and. where practical, search terms used) 

WPI Data, B10SIS, MEDLINE 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ° 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to datm No. 



TORRES MIGUEL ANGEL ET AL: "Arabidopsis 
gp91phox homologues AtrbohD and AtrbohF 
are required for accumulation of reactive 
oxygen intermediates in the plant defense 
response" 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF THE UNITED STATES, 
vol. 99, no. 1, 

8 January 2002 (2002-01-08), pages 

517-522, XP002261415 

January 8, 2002 

ISSN: 0027-8424 

cited in the application 

the whole document 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



□ 



Patent family members are listed in annex. 



• Special categories of cited documents : 

•A" document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
"E" earlier document but published on or after the international 

filing date 

"L" document which may throw doubts on priority daim(s)pr 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

•O' document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

•p* document published prior to (he international filing date but 
later than the priority date claimed 



T later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed Invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken atone 

*Y* document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art 

document member of the same patent family 



Data of the actual completion of the international search 

18 December 2003 


Date of mailing of the international search report 

[29* 12.03 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P.B. 5818 PatentJaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70)340-3016 


Authorized officer 

Bilang, J 



Form PCT/ISAC10 (second sheet) (July 1992) 



page 1 of 3 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



C.(ContinuaUon) DOCUMENTS CONSID 



fnt lonal Application No 

PCU|P 03/07589 



O BE RELEVANT 



Category * 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



P,X 



HUECKELHOVEN RALPH ET AL: 
"Tissue-specific superoxide generation at 
interaction sites in resistant and 
susceptibile near-i sogenic barley lines 
attacked by the powdery mildew fungus 
(Erysiphe graminis f. sp. hordei)" 
MOLECULAR PLANT-MICROBE INTERACTIONS, 
vol. 11, no. 4, April 1998 (1998-04), 
pages 292-300, XP0O9020951 
ISSN: 0894-0282 
cited in the application 
the whole document 

SAGI MOSHE ET AL: "Superoxide production 
by plant homologues of the gp91phox NADPH 
oxidase. Modulation of activity by calcium 
and by tobacco mosaic virus infeiction" 
PLANT PHYSIOLOGY (ROCKVI LLE) , 
vol. 126, no. 3, July 2001 (2001-07), 
pages 1281-1290, XP002261416 
ISSN: 0032-0889 
the whole document 

B0LWELL G PAUL ET AL: "The apoplastic 
oxidative burst in response to biotic 
stress in plants: A three- component 
system" 

JOURNAL OF EXPERIMENTAL BOTANY, 

vol. 53, no. 372, May 2002 (2002-05), 

pages 1367-1376, XP002261417 

ISSN: 0022-0957 

the whole document 

HUECKELHOVEN R ET AL: "Functional studies 
on the role of reactive oxygen 
intermediates in the resistance of barley 
against powdery mildew." 
PLANT PROTECTION SCIENCE, 
vol. 38, no. Special Issue 2, 2002, pages 
458-460, XP001155865 
ISSN: 1212-2580 

page 459, right-hand column, paragraph 1 

-/-- 
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Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 
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BORDEN STEPHANIE ET AL: "Hydrogen 
peroxide plays a critical role in the 
defence response of tomato to Cladosporium 
fulvum." 

PHYSIOLOGICAL AND MOLECULAR PLANT 
PATHOLOGY, 

vol. 61, no. 4, October 2002 (2002-10), 
pages 227-236, XP002261418 
ISSN: 0885-5765 

page 231, left-hand column, paragraph 2 
-page 232, left-hand column, paragraph 1; 
figure 4 

page 234, left-hand column, paragraph 3 

MAHALINGAM RAMAMURTHY ET AL: ■ Stress 
response, cell death and signalling: The 
many faces of reactive oxygen species." 
PHYSIOLOGIA PLANTARUM, 

vol. 119, no. 1, September 2003 (2003-09), 
pages 56-58, XP002261419 
. ISSN: 0031-9317 (ISSN print) 
the whole document 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



A. KLASSIFIZIERONG DES ANMELDUN JEPfNSTANDES 

IPK 7 C12N15/82 C12m5/24 



In 

PL 



-tales Aktenzelchen 



A01H5/10 



03/07589 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCH1ERTE GEB1ETE 



Recherchierter MindestprOfstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C12N 



Recherchierte aber nicht zum MindestprOfstoff gehOrende Veroffenttichungen, soweit diese unter die recherchierten Geblete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

WPI Data, BIOSIS, MEDLINE 



C. ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTER LAG EN 



Kategorie 0 Bezetehnung der VerOffentlichung. soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teite- 



Betr. Anspruch Nr. - 



TORRES MIGUEL ANGEL ET AL: "Arabidopsis 
gp91phox homologues AtrbohD and AtrbohF 
are required for accumulation of reactive 
oxygen intermediates in the plant defense 
response" 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF THE UNITED STATES, 
Bd. 99 Nr. 1 

8.*Januar 2002 (2002-01-08), Seiten 

517-522, XP002261415 

January 8, 2002 

ISSN: 0027-8424 

in der Anmeldung erwahnt 

das ganze Dokument 

-/-- 



m 



Wettere VerOffentltehungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



□ 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorie n von angegebenen VerOffentlichungen : 

"A" VerOffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" aiteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum verOffentlicht worden ist 

"L" Ver6ffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu tassen, oder durch die das VerOffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten VerOffentlichung belegt werden 
soil Oder die aus efnem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefQhrt) 

"O" VerOffentlichung, die sich auf eine mOndliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Aussteflung oder artdere MaBnahmen bezieht 

•P" VerOffentlichung. die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum verOffentlicht worden ist 



"T Spatere VerOffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum verOffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips Oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X* VerOffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser VerOffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y* VerOffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die VerOffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
VerOffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung f Qr einen Fachmann naheliegendlst 
VerOffentlichung. die Mrtglied dersetben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 
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Absend ©datum des internationalen Recherche nberichts 



29. 12 03 



Name und Postanschrift der Internationalen RecherchenbehOrde 
Europaisches Patentamt. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
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Fax: (+31-70) 340-3016 
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Betr. Anspruch Nr. 



P,X 



HUECKELHOVEN RALPH ET AL: 

"Tissue- specific superoxide generation at 

interaction sites in resistant and 

susceptibile near-isogenic barley lines 

attacked by the powdery mildew fungus 

(Erysiphe graminis f. sp. hordei)" 

MOLECULAR PLANT-MICROBE INTERACTIONS, 

Bd. 11, Nr. 4, April 1998 (1998-04), 

Seiten 292-300, XPOO9020951 

ISSN: 0894-0282 

in der Anmeldung erwahnt 

das ganze Dokument 

SA6I MOSHE ET AL: "Superoxide production 
by plant homologues of the gp91phox NADPH 
oxidase. Modulation of activity by calcium 
and by tobacco mosaic virus infection" 
PLANT PHYSIOLOGY (ROCKVILLE), 
Bd. 126, Nr. 3, Juli 2001 (2001-07), 
Seiten 1281-1290, XPO02261416 
ISSN: 0032-0889 
das ganze Dokument 

BOLWELL G PAUL ET AL: "The apoplastic 
oxidative burst in response to biotic 
stress in plants: A three- component 
system" 

JOURNAL OF EXPERIMENTAL BOTANY, 
Bd. 53, Nr. 372, Mai 2002 (2002-05), 
Seiten 1367-1376, XP002261417 
ISSN: 0022-0957 
das ganze Dokument 

HUECKELHOVEN R ET AL: "Functional studies 
on the role of reactive oxygen 
intermediates in the resistance of barley 
against powdery mildew." 
PLANT PROTECTION SCIENCE, 
Bd. 38, Nr. Special Issue 2, 2002, Seiten 
458-460, XP001 155865 
ISSN: 1212-2580 

Seite 459, rechte Spalte, Absatz 1 

BORDEN STEPHANIE ET AL: "Hydrogen 
peroxide plays a critical role in the 
defence response of tomato to Cladosporium 
fulvum." 

PHYSIOLOGICAL AND MOLECULAR PLANT 
PATHOLOGY, 

Bd. 61, Nr. 4, Oktober 2002 (2002-10), 
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ISSN: 0885-5765 
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232, linke Spalte, Absatz 1; Abbildung 4 
Seite 234, linke Spalte, Absatz 3 
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Verfahren zum Erreichen einer Pathogenresistenz in Pflanzen . 
Beschreibung 

5 

Die Erf inching betrifft Verfahren zur Erzeugung oder Erhdhung 
einer Pathogenresistenz in Pflanzen durch Verminderung der 
Expression, Aktivitat oder Funktion einer NADPH Oxidase. 

10 Ziel biotechnologischer Arbeiten an Pflanzen ist die Herstellung 
von Pflanzen mit vorteilhaf ten, neuen Eigenschaf ten zum Beispiel 
zur Steigerung der landwirtschaf tlichen Produktivitat . Oft sind 
die natiirlichen Abwehrmechanismen der Pflanze gegen Pathogene 
unzureichend. Allein Pilzerkrankungen fuhren zu Ernteverlusten 

15 in der Hohe von vielen Milliarden US-$ jahrlich. Die Einfuhrung 
fremder Gene aus Pflanzen, Tieren oder mikrobiellen Quellen kann 
die Abwehr verstarken. Beispiele sind der Schutz gegen Insekten- 
frass durch Expression von Bacillus thuringiensis Endotoxinen 
(Vaeck et al . (1987) Nature 328:33-37) oder der Schutz gegen 

20 Pilzbefall durch Expression einer Chitinase aus Bohne (Broglie et 
al. (1991) Science 254:1194-1197). Die meisten der beschriebenen 
Ansatze gewahren jedoch nur eine Resistenz gegen ein einzelnes 
Pathogen oder gegen ein schmales Spektrum von Pathogenen. 

25 <Es gibt nur wenige Ansatze, die Pflanzen eine Resistenz gegen 

ein breiteres Spektrum von Pathogenen verleihen. Die systemische 
erworbene Resistenz ("systemic acquired resistance"; SAR) — ein 
Abwehrmechanismus bei verschiedenen Pflanze /Pathogen- Inter- 
aktionen - kann durch Applikation von endogene Botenstoffe 

30 wie Jasmonsaure (JA) oder Salicylsaure (SA) vermittelt werden 
(Ward et al. (1991) Plant Cell 3:1085-1094; Uknes et al . (1992) 
Plant Cell 4 ( 6 ) : 645-656 ) . Ahnliche Effekte konnen auch durch 
synthetische Verbindungen wie 2 , 6-Dichlorisonikotinsaure (INA) 
oder Benzo (1,2,3) thiadiazol-7-thiocarbonsaure-S-methylester 

35 (BTH; Bion®) bewirkt werden (Friedrich et al . (1996) Plant J 
lO(l):61-70; Lawton et al . (1996) Plant J 10:71-82). Auch die 
Expression der im Rahmen eines SAR hochregulierten "pathogenesis 
related " (PR) Proteine vermag zum Teil eine Pathogenresistenz zu 
bewirken. 



In Gerste ist der Mlo-Locus als negativer Regulator der Pathogen- 
abwehr beschrieben. Der Verlust des Mlo-Gens bedingt eine erhohte 
und rassen-unspezif ische Resistenz gegen zahlreiche Arten von 
Mehltau (Buschges R et al . (1997) Cell 88:695-705; Jorgensen JH 
45 (1977) Euphytica 26:55-62; Lyngkjaer MF et al. (1995) Plant 
Pathol 44:786-790) . Durch klassische Zuchtung erhaltene Mlo- 
defiziente Gerstensorten werden bereits in der Landwirtschaf t 
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verwendet. Vermutlich aufgrund der Rezessivitat hat sich trotz 
eines intensiven Anbaus die Resistenz als dauerhaft erwiesen. 
Mlo-ahnliche Resistenzen in -anderen Pflanzen v. a. in G^treide- 
arten sind nicht beschrieben. Das Mlp-Gen und verschiedene Homo- 
5 loge aus anderen Getreidearten wurde identif iziert und kloniert 
(Buschges R et al . (1997) Cell 88:695-705; WO 98/04586; Schulze- 
Lefert P, Vogel J (2000) Trends Plant Sci. 5:343-348). Verschie- 
dene Verfahren unter Verwendung dieser Gene zuin Erzielen einer 
Pathogenresistenz sind beschrieben (WO 98/04586; WO 00/01722; 

10 WO 99/47552) . Nachteilig ist, dass der Mlo-vermittelte Abwehr- 
mechanismus ein spontanes Absterben von Blattzellen umfasst 
(Wolter M et al. (1993) Mol Gen Genet 239:122-128). Nachteilig 
ist ferner, dass die Mlo-def izienten Genotypen eine Hypersus- 
zeptibilitat gegen hemibiotrophe Pathogene wie Magnaporte grisea 

15 (M. grisea) sowie Cochliobolus sativus (Bipolaris sorokiniana) 
zeigen (Jarosch B et al . (1999) Mol Plant Microbe Interact 
12:508-514; Kumar J et al. (2001) Phytopathology 91:127-133). 

Die Freisetzung reaktiver Sauerstof f spezies (ROS; z.B. Superoxid 
20 (O2-) / Hydroxylradikale und H2O2) wird eine wichtige protektive 
Funktion in der Reaktion auf pf lanzliche Pathogene . zugeordnet 
(Wojtaszek P (1997) Biochem J 322:681-692). Es sind verschiedene 
Wege bekannt, wie eine Zelle ROS zu produzieren vermag. In den 
Makrophagen von Saugetieren ist hier insbesondere die NADPH 
25 Oxidase zu nermen, die Elektronen auf molekularen Sauerstoff 
zu ubertragen vermag. Homologe Enzyme wurden auch in Pflanzen 
identif iziert (Lamb & Dixon (1997) Annu Rev Plant Physiol Plant 
Mol Biol 48:251) . 



30 Es wurde gezeigt, dass Mutationen in der katalytischen Unterein- 
heit der NADPH-Oxidase in Arabidopsis thaliana eine verminderte 
Akkumulation reaktiver Sauerstof f intermediate (ROI) zeigen. In 
Bezug auf die Hypersensitive Reaktion (HR) war das Bild unein- 
heitlich: Bei einer Doppelmutante wurde bei Infektion mit dem 

35 avirulenten Pseudomonas syringae Bakterium eine verminderte HR 
gefunden, wahrend mit dem virulenten Oomyceten Peronospora para- 
sitica eine erhohte HR detektiert wurde. Das Wachstum - sowohl 
von virulenten als auch von avirulenten P. syringae Stammen - 
war jedoch - im Vergleich zu Wildtyp-Pf lanzen - nicht verandert 

40 (Torres MA et al . (2002) Proc Natl Acad Sci USA 99:517-522). 

Ebenso hatte die Inhibition der NADPH-Oxidase mittels des Inhibi 
tors Diphenyleniodoniumchlorid (DPI) - bei Einsatz physiologisch 
relevanter Konzentrationen - keinen Effekt auf die Entwicklung 
pathogener Pilze (Huckelhoven R & Kogel KH (1998) Mol Plant 

45 Microbe Interact 11:292-300) . Ein cDNA Fragment einer Phagozyten 
NADPH-Oxidase aus Gerste (pNAox, Homolog der groSen Untereinheit 
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gp91phox einer Phagozyten NADPHoxidase) ist unter der^GenBank 
Acc.-No. : AJ251717) beschrieben. 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, neue Ver- 
5 fahren zur Pathogenabwehr in Pflanzen bereitzustellen, die eine 
ef f iziente Abwehr eines moglichst breiten Spektrum von Pathogenen 
in moglichst vielen verschiedene Pf lanzenarten, bevorzugt den 
in der Landwirtschaf t verwendeten Kulturpf lanzen bewirken. Diese 
Aufgabe wird durch das erf indungsgemafie Verfahren gelost. 

10 

Ein erster Gegenstand der Erfindung umfasst ein Verfahren zur 
Erzeugung oder Erhohung der Resistenz gegen mindestens ein 
Pathogen in Pflanzen, dadurch gekennzeichnet , dass nachfolgende 
Arbeitsschritte umfasst sind 

15 ' 

a) Verminderung der Proteinmenge, Aktivitat oder Funktion einer 



20 b) Auswahl der Pflanzen, bei denen - im Unterschied oder Ver- 
gleich zur Ausgangspf lanze - die Resistenz gegen mindestens 
ein Pathogen besteht oder erhoht ist . 

Uberraschenderweise zeigt die Verminderung der Expression einer 
25 NADPH-Oxidase aus Gerste (pNAox) in der epidermalen Zelle durch 
einen sequenzspezif ischen RNA-Interf erenz Ansatz unter Verwendung 
doppelstrangiger pNAox— dsRNA (" Gene-Silencing " ) einen signifikant 
reduzierten Befall infolge einer Bgh-Inf ektion (gemessen anhand 
der Haustorium-Ausbildung) . Dieser Befund ist insbesondere des- 
30 halb uberraschend, da der mit der NADPH-Oxidase in Verbindung 
gebrachten Freisetzung reaktiver Sauerstof f spezies ("oxidative 
burst") im allgemeinen eine protektive Funktion zugemessen wird. 

Ahnlich wie Mlo vermittelt die Verminderung der NADPH-Oxidase 
35 Expression eine breite Resistenz gegen verschiedene Isolate von 
Blumeria graminis f-sp. hordei . In transienten x> Gene-Silencing"- 
Experimenten wird dabei die Penetrationsef f izienz (Haustorien- 
Bildung) von Bgh signifikant um mehr als 35 % reduziert - ein 
Effekt, der in seiner Starke dem mittels Mlo-dsRNA erreichten 
40 entspricht (Schweizer P et al . (2000) Plant J 24:895-903). In der 
Wildtyp Gerstensorte Pallas fiihren ca. 40 % der Pilzpenetrationen 
zu einer Haustorien-Bildung, wohingegen die Penetrationsrate 
bei einer Verminderung der NADPH-Oxidase Expression mittels 
Einbringen einer doppelstrangigen RNA der NADPH-Oxidase (pNAox- 
45* dsRNA) nur ca. 25 % betragt. Die Tatsache, dass auch in pathogen- 
empf indlichen Wildtyp-Sorten wie Pallas nur eine Penetration 
von ca. 40 bis 50 % beobachtet werden kann, ist auf die stets 



NADPH-Oxidase in einer Pf lanze oder einem Gewebe, Organ, Teil 
oder Zelle derselben und 
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vorhandene Basalresistenz zuruckzufiihren. Die NADPH-Qxidase 
ist aufgrund der dieser Befunde als Schliiss el element fur das 
erf olgreiche Eindringen eines Pathogens wie Bgh in die T pf lanz- 
liche Zelle zu verstehen. Dariiberhinaus ist das Verfahren alien 
5 Verfahren uberlegen, bei denen ein pathogen-resistenter Phano- 
typ durch Uberexpression eines resistenzvermittelnden Proteins 
realisiert wird. Das Ausschalten eines Gens, lasst sich ohne 
Expression eines (Fremd) -Proteins realisieren. Im Idealfall wird 
lediglich das endogene Gen deaktiviert . Dies hat nicht zu ver- 

10 nachlassigende Vorteile bei der Zulassung und der Akzeptanz durch 
den Verbraucher, der Pflanzen mit Fremdproteinen oft mit Vorbe- 
halt begegnet. Ganz besonders vorteilhaft ist in diesem Zusammen- 
hang die Verwendung von induzierbaren Promotoren zur Verminderung 
der NADPH-Oxidasemenge, Aktivitat oder Funktion, was beispiels- 

15 weise bei Verwendung von pathogeninduz i erbar en Promotoren eine 
Expression nur im Bedarfsfall (d.h. Pathogenbef all ) ermoglicht. 

Das erf indungsgemafie Verfahren kann im Prinzip auf alle Pflanzen- 
arten angewendet werden. Bevorzugt auf solche, in denen natiir- 
20 licherweise eine NADPH-Oxidase oder ein f unktionelles Aquivalent 
derselben exprimiert wird. 

^Pflanze" im Rahmen der Erfindung meint alle Gattungen und 
Arten hoherer und niedrigerer Pflanzen des Pf lanzenreiches . 

25 Eingeschlossen unter dem Begriff sind die reifen Pflanzen, Saat- 
gut, Sprossen und Keimlinge, sowie davon abgeleitete Teile, Ver- 
mehrungsgut , Pflanzenorgane, Gewebe, Protoplasten, Kallus und 
andere Kulturen, zum Beispiel Zellkulturen, sowie alle anderen 
Arten von Gruppierungen von Pf lanzenzellen zu funktionellen oder 

30 strukturellen Einheiten. Reife Pflanzen meint Pflanzen zu jedem 
beliebigen Entwicklungsstadium jenseits des Keimlings. Keimling 
meint eine junge, unreife Pflanze in einem friihen Entwicklungs- 
stadium. "Pflanze" umfasst alle einjahrigen und mehrjahrige, 
monokotyledonen und dikotyledonen Pflanzen und schlieEt beispiel- 

35 haft jedoch nicht einschrankend solche der Gattungen Cucurbita, 
Rosa, Vitis, Juglans, Fragaria, Lotus, Medicago, Onobrychis, 
Trifolium, Trigonella, Vigna, Citrus, Linum, Geranium, Manihot, 
Daucus, Arabidopsis, Brassica, Raphanus, Sinapis, Atropa, 
Capsicum, Datura, Hyoscyamus, Lycopersicon, Nicotiana, Solarium, 

40 Petunia, Digitalis, Majorana, Cichorium, Helianthus, Lactuca, 
Bromus, Asparagus, Antirrhinum, Heterocallis , Nemesis, Pelar- 
gonium, Panieum, Pennisetum, Ranunculus, Senecio, Salpiglossis , 
Cucumis, Browaalia, Glycine, Pisum, Phaseolus, Lolium, Oryza, 
Zea, Avena, Hordeum, Secale, Triticum, Sorghum, Picea und Populus 

45 ein. 
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Der Begriff n Pflanze" umfasst bevorzugt monokotyle Kultur- 
pf lanzen, w±e zum Beispiel Getreidearten wie Weizen, Gerste, 
Hirse, Roggen, Triticale, Mais, Reis, Sorghum oder Hafe±: sowie 
Zuckerrohr. 

5 

Ferner umfasst der Begriff dikotyle Kulturpf lanzen, wie zum 
Beispiel 

- Brassicacae wie Raps, Canola, Kresse, Arabidopsis, Kohlarten 
10 oder Canola, Leguminosae wie Soja, Alfalfa, Erbse, Bohnen- 

gewachsen oder Erdnuss 

- Solanaceae wie Kartoffel, Tabak, Tomate, Aubergine oder 
Paprika, Asteraceae wie Sonnenblume, Tagetes, Salat oder 

15 Calendula, 

- Cucurbitaceae wie Mel one, Kiirbis oder Zucchini, 

sowie Lein, Baumwolle, Hanf, Klee, Spinat, Flachs, Roter Pfeffer, 
20 Mohre, Karotte, Rube, Rettich, Zuckerrube, Sii£kartof f el , Gurke, 
Chicoree, Blumenkohl, Brokkoli, Spargel, Zwiebel, Knoblauch, 
Sellerie, Erdbeere, Himbeere, Brombeere, Ananas, Avocado, und 
den verschiedenen Baum-, Strauch-, Nuss- und Weinarten. Baum- 
art en umfasst bevorzugt Pflaume, Kirsche, Pfirsich, Nektarine, 
25 Aprikose, Banane, Papaya, Mango, Apfel, Birne, Quitte. 

Ferner umfasst sind Schmuckpf lanzen, Nutz- oder Zierbaume, 
Blumen, Schnittblumen, Strauchern oder Rasen wie beispielhaft 
aber nicht einschrankend die Familien der Rosaceae wie Rose, 

30 Ericaceae wie Rhododendrons und Azaleen, Euphorbiaceae wie Weih- 
nachtssterne und Kroton, Caryophyllaceae wie Nelken, Solanaceae 
wie Petunien, Gesneriaceae wie das Usambaraveilchen, Balsamina- 
ceae wie das Springkraut, Orchidaceae wie Orchideen, Iridaceae 
wie Gladiolen, Iris, Freesie und Krokus, Compositae wie Ringel- 

35 blume, Geraniaceae wie Geranien, Liliaceae wie der Drachenbaum, 
Moraceae wie Ficus, Araceae wie Philodendron und andere mehr. 



Im Rahmen der Erfindung sind solche Pf lanzen bevorzugt, die als 
Nahrungs- oder Futtermittel zum Einsatz kommen, ganz besonders 
40 bevorzugt monokotyle Gattungen und Arten, wie die beschriebenen 
Getreidearten . 

Ganz besonders bevorzugt wird das Verfahren auf monokotyle 
Pflanzen, am meisten bevorzugt auf Pflanzen mit landwirtschaf t- 
45 licher Bedeutung wie Weizen, Hafer, Hirse, Gerste, Roggen, Mais, 
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Reis, Buchweizen, Sorghum, Triticale, Dinkel, Leinsamen oder 
Zuckerrohr angewendet . 

"Pathogenresistenz" meint das Vermindern' oder Abschwachen von 
5 Krankheitssymptomen einer Pflanze infolge eines Befalls durch eiri 
Pathogen. Die Symptome konnen vielfaltiger Art sein, umfassen 
aber bevorzugt solche die direkt oder indirekt zu einer Beein- 
trachtigung Qualitat der Pflanze, der Quantitat des Ertrages , 
der Eignung zur Verwendung als Futter- oder Nahrungsmittel 
10 fiihren oder aber auch Aussaat, Anbau, Ernte oder Prozessierung 
des Erntegutes erschweren. 

u Verlieihen" , "bestehen" , "erzeugen" oder w erhdhen" einer Patho- 
genresistenz meint, dass die Abwehrmechanismen einer bestimmten 

15 Pflanzenart oder -sorte durch Anwendung des erf indungsgemateen 
Verfahrens im Vergleich zu dem Wildtyp der Pflanze ("Ausgangs- 
pflanze"), auf den das erf indungsgema£e Verfahren nicht ange- 
wendet wurde, unter ansonsten gleichen Bedingungen (wie bei- 
spielsweise Klima- oder Anbaubedingungen, Pathogenart etc.) eine 

20 erhohte Resistenz gegen ein und mehr Pathogene aufweist. Dabei 

aufiert sich die erhohte Resistenz bevorzugt in einer verminderten 
Auspragung der Krankheitssymptome, wobei Krankheits symptome - 
neben den oben erwahnten Beeintrachtigungen - auch beispielsweise 
die Penetrationsef f izienz eines Pathogens in die Pflanze oder 

25 pflanzliche Zellen oder die Prolif erationsef f izienz in oder auf 
denselben umfasst. Dabei sind die Krankheits symptome bevorzugt 
um mindestens 10 % oder mindestens 20 %, besonders bevorzugt um 
mindestens 40 % oder 60 %, ganz besonders bevorzugt um mindestens 
70 % oder 80 %, am meisten bevorzugt um mindestens 90 % oder 95 % 

30 vermindert . 

"Auswahl" meint in Bezug auf Pflanzen, bei denen - im Unterschied 
oder Vergleich zur Ausgangspf lanze - die Resistenz gegen min- 
destens ein Pathogen besteht oder erhoht ist, all die Verfahren, 

35 die eine zur Erkennung einer vorliegenden oder erhohten Pathogen- 
esis tenz geeignet sind. Dies konnen Symptome der Pathogen- 
infektion sein (z.B. Haustorium-Ausbildung bei Pilzinf ektion) 
aber auch die oben beschriebenen Symptome umfassen, die die 
Qualitat der Pflanze, die Quantitat des Ertrages, die Eignung 

40 zur Verwendung als Futter- oder Nahrungsmittel usw. betreffen. 

"Pathogen" meint im Rahmen der Erfindung beispielsweise 
jedoch nicht einschrankend Viren oder Viroide, Bakterien, Pilze, 
tierische Schadlinge, wie beispielsweise Insekten oder Nematoden. 
45 Besonders bevorzugt sind Pilze wie beispielsweise der Mehltau. Es 
ist jedoch anzunehmen, dass die Verminderung der Expression einer 
NADPH-Oxidase, ihrer Aktivitat oder Funktion auch eine Resistenz 
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gegen weitere Pathogene bewirkt. Beispielsweise jedocji nicht 
einschrankend seien nachfolgende Pathogene zu nennen: 

1. Pilzpathogene oder pilzahnliche Pathogene: 

Pilzpathogene oder pilzahnliche Pathogene (wie z.B. Chromi- 
sta) stammen vorzugsweise aus der Gruppe umfassend Plasmodio- 
phoramycota, Oomycota, Ascomycota, Chytridiomyceten, Zygomy- 
ceten, Basidiomycota und Deuteromyceten (Fungi imperf ecti) . 
10 Beispielhaft jedoch nicht einschrankend seien die in Tabelle 

1 und 2 genannten Pathogene und die mit ihnen in Zu s ammenhang 
gebrachten Erkrankungen zu nennen. 



Tabelle 1: Pflanzliche Pi Iz erkrankungen 

15 



25 



35 



40 



45 



xurjcra n icung 


P at ho ge n 


Braunrost 


Puccinia recondita 


Gelbrost 


P. striif ormis 


Echter Mehltau 


Erysiphe graminis / Blumeria graminis 




O c: ±J l_.VJi._Ld XXUU.UX Uill 




oeptoria uritici 


Ahrenf usariosen 


Fusarium spp. 


Ha lmbruchkr ankhe i t 


Pseudocercosporella herpotrichoides 


Flugbrand 


Ustilago spp. 


We i z ens t e inbr and 


Tilletia caries 


Schwarzbeinigkeit 


Gaeumannomyces graminis 


Anthrocnose leaf blight 
Anthracnose stalk rot 


Colletotrichum graminicola (tele- 
omorph: Glomerella graminicola 
Politis) ; Glomerella tucumanensis 
(anamorph: Glomerella falcatum Went) 


Aspergillus ear and 
kernel rot 


Aspergillus flavus 


Banded leaf and sheath 
spot ( "Wurzeltoter " ) 


Rhizoctonia solani Kuhn = Rhizoctonia 
microsclerotia J. Matz (telomorph: 
Thanatephorus cucumeris ) 


Black bundle disease 


Acremonium s trie turn W. Gams = 
Cephalosporium acremonium Auct. non 
Corda 


Black kernel rot 


Lasiodiplodia theobromae = 
Botryodiplodia theobromae 


Borde bianco 


Marasmiellus sp. 


Brown spot (black spot, 
stalk rot) 


Physoderma maydis 


Cephalosporium kernel 
rot 


Acremonium strictum = Cephalosporium 
acremonium 


Charcoal rot 


Macrophomina phaseolina 
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20 



Erkrankung 


Pathogen 


Corticium ear rot 


Thanatephorus cucumeris = . 
Corticium sasakii 


Curvularia leaf spot 


Curvularia clavata, C. eragrostidis = '.'.' 

maculans (teleomorph: Cochliobolus : 
eragrostidis), Curvularia inaequalis, 
C. intermedia (teleomorph: Coch- 
liobolus intermedius ) , Curvularia 
lunata (teleomorph: Cochliobolus 
lunatus) , Curvularia pallescens (tele- 
omorph: Cochliobolus pallescens), 
Curvularia senegalensis , C . tuber— 
culata (teleomorph: Cochliobolus 
tuberculatus ) 




Di civmel la exitalis 


Diplodia ear rot and 

Qt"pl V T*Ot~ 


Diplodia frumenti (teleomorph: 


Diplodia ear rot, stalk 
rot, seed rot and seed- 
ling blight 


Diplodia maydis = 
Stenocarpella maydis 


Diplodia leaf spot or 
streak 


Stenocarpella macrospora = 
Diplodialeaf macrospora 



Tabelle 2 : Falscher Mehltau 



40 



Erkrankung 


Pathogen 


Brown stripe downy 
mildew 


Sclerophthora rayssiae var. zeae 


Crazy top downy mildew 


Sclerophthora macrospora = 
Sclerospora macrospora 


Green ear downy mi 
Idew (graminicola downy 
mildew) 


Sclerospora graminicola 


Java downy mildew 


Peronosclerospora maydis = 
Sclerospora maydis 


Philippine downy mildew 


Peronosclerospora philippinensis = 
Sclerospora philippinensis 


Sorghum downy mildew 


Peronosclerospora sorghi = 
Sclerospora sorghi 


Spontaneum downy mildew 


Peronosclerospora spontanea = 
Sclerospora spontanea 


Sugarcane downy mildew 


Peronosclerospora sacchari = 
Sclerospora sacchari 


Dry ear rot (cob, 
kernel and stalk rot) 


Nigrospora oryzae 
(teleomorph: Khuskia oryzae) 



45 
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Erkrankung 


Pathogen 


5 
10 


Ear rots, minor 


Alternaria alternata = A. t^uis., . 
Aspergillus glaucus, A. niger, 
Aspergillus spp. , Botrytis cinerea 
(teleomorph: Botryotinia fuckeliana) , . 
Cunninghamella sp. , 
Curvularia pallescens, 
Doratomyces stemonitis = 
LepaaiuLricnuiu SteiuOlllLls, 
Fusarium culmorum, 
Gonatobotrys simplex, 
Pithomyces maydicus, 
Rhizopus microsporus Tiegh. , 
R. stolonifer = R. nigricans, 
ScooularioDsis hnrmnt" i i 


15 


Ergot (horse ' s tooth) 


Claviceps gigantea 
(anamorph: Sphacelia sp. ) 




Eye spot 


Aureobasidium zeae = Kabatiella zeae 




Fusarium ear and stalk 
rot 


Fusarium subglutinans = 

F. moniliforme var. subglutinans 


20 


Fusarium kernel, root 
and stalk rot, seed rot 
and seedling blight 


Fusarium monili forme 

(teleomorph: Gibberella fujikuroi) 




Fusarium stalk rot, 
seedling root rot 


Fusarium avenaceum 

(teleomorph: Gibberlla avenacea) 


25 


Gibberella ear and stalk 
rot 

(Ahren- u. Stengelf aule) 


Gibberella zeae 

(anamorph: Fusarium graminearum) 




Gray ear rot 


Botryosphaeria zeae = Physalospora 
zeae (anamorph: Macrophoma zeae) 


30 


Gray leaf spot 
(Cercospora leaf spot) 


Cercospora sorghi = C. sorghi var. 
maydis, C. zeae-maydis 




Helminthosporium root 
rot 


Exserohilum pedicellatum = Helmin- 
thosporium pedicellatum (teleomorph: 
Setosphaeria pedicellata) 


35 


Hormodendrum ear rot 
(Cladosporium rot) 


Cladosporium cladosporioides = Hormo- 
dendrum cladosporioides, C. herbarum 
(teleomorph: Mycosphaerella tassiana) 




Hyalothyridium leaf spot 


Hyalothyridium maydis 




Late wilt 


Cephalosporium maydis 



40 



45 
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Erkrankung 


Pathogen 


5 
10 
15 


Leaf spots, minor 


Alternaria alternata, . ^ 
Ascochyta maydis, A. tritici, 
A. zeicola, Bipolaris victoriae = 
Helminthosporium victoriae 
(teleomorph: Cochliobolus victoriae) , 
C . sativus (anamorph: Bipolaris 
sorokiniana = H. sorokinianum = 
H. sativum) , Epicoccum nigrum, 
Exserohilum prolatum = Drechslera 
prolata ( teleomorph : Setosphaeria 
prolata) 

Graphium penicillioides, 
Leptosphaeria maydis, Leptothyrium 
zeae, Ophiosphaerella herpotricha, 
(anamorph: Scolecosporiella sp.), 
Paraphaeosphaeria michotii , Phoma sp . , 
Septoria zeae, S. zeicola, 
S. zeina 




Northern com leaf 
blight (white blast, 
crown stalk rot, stripe) 


Setosphaeria turcica (anamorph: 
Exserohilum turcicum = Helmin- 
thosporium turcicum ) 


20 


Northern corn leaf spot 
HpI ttit ■nthnqnoriuin ear rot 
(race 1) 


Cochliobolus carbonum (anamorph: 
Bipolaris zeicola = Helminthosporium 
carbonum) 




(blue eye, blue mold) 


Penicillium son . P. chrvsocxenuift, 
P. expansum, P. oxalicum 




rxlaeOCy UUS UlOIUa o Ud-LJv 

rot and root rot 


sporella zeae 




Phaeosphaeria leaf spot 


Phaeosphaeria maydis = Sphaerulina 
maydis 


30 


Physalospora ear rot 

( Botryosphaer ia ear rot ) 


Botryosphaeria festucae = Physalospora 
zeicola (anamorph: Diplodia frumenti) 




Purple leaf sheath 


Hemiparasitic bacteria and fungi 




ryrenOCXlacLa otaJLJS. XOU 

and root rot 


"DVi rvmzz T" (z>~Y~~r- c: r- n c? — 

Pyrenochaeta terrestris 


35 


iry UilX LU.ll J_(JC?C IUL 


XT _y l_ll J_ LULL iz> jw/^J . , IT • CJ.J- J- iJ.cii.vjiiia.iic o , 

P. graminicola 




TIH r4- Vi "i Tim e*i-=a~|"k- yot" 


"Pvt"Vi 1 1 im anhan "i rfenTiafcUTri = 
P. butleri L . 




p<=»rl V«=»TTiel c3*i ^pase (ear 
mold, leaf and seed rot) 


Epicoccum nigrum 


40 


Rhizoctonia ear rot 
(sclerotial rot) 


Rhizoctonia zeae (teleomorph: Waitea 
circinata) 




Rhizoctonia root rot and 
stalk rot 


Rhizoctonia solani, Rhizoctonia zeae 



45 
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15 



20 



35 



Erkrankung 


Pathogen 


Root rots, minor 


Alternaria alternata, Cerc.Qspora . 
sorghi , Dictochaeta f ertilis ," Fusarium 
acuminatum (teleomorph: Gibberella 
acuminata), F. equiseti (teleomorph: 
G. intricans) , F. oxysporum, 

F. pallidoroseum, F. poae, F. roseum, 

G. cyanogena, (anamorph: F . sulphu- 
reum) , Microdochium bolleyi, Mucor ; 
sp., Periconia circinata, Phytophthora 
cactorum, P. drechsleri, P. nicotianae 

Val • palaol tlUa; i\XJLXz»opUo ciX J_ IlJL Lio 


I\Ub LI dLLUIl X fc^Ct JL bpUU 

(Helminthosporium leaf 
disease, ear and stalk 
rot) 


O d "t~ r*\ GT"\"V"\ ^3 d ~Y~ ~\ a ~v~/~^ c? +~ ~Y"z^ \~ a ( o -n ~rc\rw — r^"V~i • 
Ofc= L-LJii>J r ^lJ.cttra. _l_d XUbLIaLd , \ cllXcimOX Jk/Il . 

Exserohilum rostratum = He/mintho- 
sporium rostratum) 


Rust , common corn 


Puccinia sorghi 


Rust, southern corn 


Puccinia polysora 


Rust, tropical corn 


Physopella pallescens, P. zeae = 
Angiopsora zeae 


Sclerotium ear rot (sou- 
thern blight) 


Sclerotium rolfsii Sacc. (teleomorph: 
Athelia rolfsii) 


Seed rot-seedling blight 


Bipolaris sorokiniana, B. zeicola = 
Helminthosporium carbonum, Diplodia 
maydis, Exserohilum pedicillatum, 
Exserohilum turcicum = Helmintho- 
SDorium turcicum. Fusarium avenaceum 
F. culmorum, F . moniliforme, Gibbe- 
rella zeae (anamorph: F. graminearum) , 
Macrophomina phaseolina, Penicillium 
spp. , Phomopsis sp. , Pythium spp. , 
Rhizoctonia solani, R. zeae, Sclero- 
tium rolfsii, Spicaria sp. 


Selenophoma leaf spot 


Selenophoma sp. 


Sheath rot 


Gaeumannomyc es gr amini s 


Shuck rot 


Myrothecium gramineum 


Silage mold 


Monascus purpureus, M ruber 


Smut, common 


Ustilago zeae = U. maydis 


Smut, false 


Ustilaginoidea virens 


Smut , head 


Sphacelotheca reiliana = Sporisorium 
holcisorghi 


Southern corn leaf 
blight and stalk rot 


Cochliobolus heterostrophus (anamorph: 
Bipolaris maydis = Helminthosporium 
maydis) 


Southern leaf spot 


Stenocarpella macrospora = Diplodia 
macrospora 



45 
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5 



10 



15 



Erkrankung 


Pathogen 


Stalk rots, minor 


Cercospora sorghi, Fusariuj^episphae- 
ria, F. merismoides, F. oxysporum 
Schlechtend, F. poae, F. roseum, 
F. solani (teleomorph: Nectria haema- 
tococca) , F. tricinctum, Mariannaea 
elegans, Mucor sp. , Rhopographus zeae, 
Spicaria sp. 


Storage rots 


Aspergillus spp. , Penicillium spp. and 
other fungi 


Tar spot 


Phyllachora maydis 


Trichoderma ear rot and 


Trichoderma viride = T. lignorum tele- 
omorph : Hypocrea sp . 


White ear rot, root and 
stalk rot 


Stenocarpella maydis = Diplodia zeae 


Yellow leaf blight 


Ascochyta ischaemi, Phyllosticta 
maydis (teleomorph: Mycosphaerella 
zeae-maydis ) 


Zonate leaf spot 


Gloeocercospora sorghi 



20 

Besonders bevorzugt sind 

- Plasmodiophoromycota wie Plasmodiophora brassicae (Kohl- 
hernie, clubroot of crucifers) , Spongospora subterranea 

25 (powdery scab of potato tubers) , Polymyxa graminis (root 

disease of cereals and grasses), 

- Oomycota wie Bremia lactucae (Falscher Mehltau an 
Salat) , Peronospora (Falscher Mehltau) bei snapdragon 

30 (P. antirrhini) , Zwiebel (P. destructor), Spinat (P. ef fusa) , 

Sojabohne (P. manchurica) , Tabak ("blue mold" = Blauschimmel ; 
P. tabacina) Alfalfa und Klee (P. trif olium) , Pseudo- 
peronospora humuli (Falscher Mehltau an Hopfen) , Plasmopara 
(Falscher Mehltau bei Trauben) (P. viticola) und Sonnenblume 

35 (P. halstedii), Sclerophtohra macrospora (Falscher Mehltau 

bei Cerealien und Gasern) , Pythium (seed rot, seedling 
damping-off, and root rot and all types of plants, z.B. 
Wurzelbrand an Beta-Rube durch P. debaryanum) , Phytophthora 
infestans (Kraut- und Knollenfaule bei Kartoffel, Braunfaule 

40 bei Tomate etc.), Albugo spec . (white rust on cruciferous 

plants. 

- Ascomycota wie Microdochium nivale (Schneeschimmel an Roggen 
und Weizen) , Fusarium graminearum, Fusarium culmorum (Ahren- 

45 faule v. a. bei Weizen), Fusarium oxysporum (Fusarium-Welke an 

Tomate), Blumeria graminis (Echter Mehltau an Gerste (f.sp. 
hordei) und Weizen (f.sp. tritici) ) , Erysiphe pisi (Erbsen- 
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mehltau) , Nectria galligena (Obstbaumkrebs) , Unicnula necator. 

(Echter Mehltau der Weinrebe) , Pseudopeziza tracheiphiia 

(Roter Brenner der Weinrebe), Claviceps purpurea (Mutter-, 
korn an z.B. Roggen und Grasern) ; Gaeumannomyces graminis 
5 (Schwarzbeinigkeit an Weizen, Roggen u.a. Grasern), Magna- 

porthe grisea (rice blast disease) , Pyrenophora graminea 

(Streifenkrankheit an Gerste), Pyrenophora teres (Netz- 
f leckenkrankheit an Gerste) , Pyrenophora tritici-repentis 

(Blattf leckenkrankheit (Blattdiirre) an Weizen) , Venturia 
10 inaecjualis (Apf elschorf ) , Sclerotinia sclerotium (Wei&- 

stengeligkeit , Rapskrebs) , Pseudopeziza medicaginis (Klappen- 
schorf an Luzerne, WeiS- und Rotklee) . 

— Basidiomyceten wie Typhula incarnata (Typhula-Faule an 
15 Gerste, Roggen, Weizen) , Ustilago maydis (Beulenbrand an 

Mais), Ustilago nuda (Flugbrand an Gerste), Ustilago tritici 
(Flugbrand an Weizen, Dinkel) , Ustilago avenae (Flugbrand 
an Hafer) , Rhizoctonia solani (Wurzeltoter an Kartof feln) , 
Sphacelotheca spp. (head smut of sorghum) , Melampsora lini 
20 (rust of flax) , Puccinia graminis (Schwarzrost an Weizen, 

Gerste, Roggen, Hafer) , Puccinia recondita (Braunrost an 
Weizen) , Puccinia dispersa (Braunrost an Roggen) , Puccinia 
hordei (Braunrost an Gerste) , Puccinia coronata (Kronenrost 
an Hafer) , Puccinia striiformis (Gelbrost an Weizen, Gerste, 
25 Roggen sowie zahlreichen Grasern) , Uromyces appendiculatus 

(Bohnenrost) , Sclerotium rolf sii (root and stem rots of many 
plants) . 



- Deuteromyceten (Fungi imperfecti) wie Septoria nodorum 
30 (Spelzenbraune) an Weizen (Septoria tritici) , Pseudocerco- 

sporella herpotrichoides (Halmbruchkrankheit an Weizen, 
Gerste, Roggen) , Rynchosporium secalis (Blattf leckenkrankheit 
an Roggen und Gerste) , Alternaria solani (Durrf leckenkrank- 
heit an Kartof f el, Tomate) , Phoma betae (Wurzelbrand an Beta- 
35 Rube) , Cercospora beticola (Cercospora-Blattf leckenkrankheit 

an Beta-Rube) , (Alternaria brassicae (Rapsschwarze an Raps, 
Kohl u.a. Kreuzblutlern) , Verticillium dahliae (Rapswelke und 
-stengelf aule) , Colletotrichum lindemuthianum ( Br ennf lecken- 
krankheit an Bohne) , Phoma lingam - Umf allkrankheit (Schwarz- 
40 beinigkeit an Kohl; Wurzelhals- oder Stengelf aule an Raps), 

Botrytis cinerea (Grauschimmel an Weinrebe, Erdbeere, Tomate, 
Hopf en etc . ) . 



2\m meisten bevorzugt sind Phytophthora infestans (Kraut- und 
45 Knollenf aule, Braunfaule bei Tomate etc.), Microdochium nivale 
(vormals Fusarium nivale; Schneeschimmel an Roggen und Weizen) , 
Fusarium graminearum, Fusarixxm culmorum (Ahrenfaule an Weizen) , 
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Fusarium oxysporum (Fusarium-Welke an Tomate) , Blumeria graminis " 
(Echter Mehltau an Gerste (f. sp. hordei) und Weizen (f. sp. ;* . 

tritici)), Magnaporthe grisea (rice blast disease) , Sclerotinia 

sclerotium (WeiEstengeligkeit , Rapskrebs) , Septoria nodorum und 
5 Septoria tritici (Spelzenbraune an Weizen) , Alternaria brassicae ; 
(Rapsschwarze an Raps, Kohl u.a. Kreuzblutlern) , Phoma lingam 
(Umf allkrankheit , Schwarzbeinigkeit an Kohl; Wurzelhals- oder 

Stengel faule an Raps) . 

10 2. Bakterielle Pathogene: 

Beispielhaft jedoch nicht einschrankend seien die in 
Tabelle 3 genannten Pathogene und die mit ihnen in Zusammen- 
hang gebrachten Erkrankungen zu nennen. 

15 

Tabelle 3 : Bakterielle Erkrankimgen 



30 



Erkrankung 


Pathogen 


Bacterial leaf blight and 
stalk rot 


Pseudomonas avenae subsp. avenae 


Bacterial leaf spot 


Xanthomonas campestris pv. holcicola 


Bacterial stalk rot 


Enterobacter dissolvens = 

Erwinia dissolvens | 


Schwarzbeinigkeit 
("Bacterial stalk and top 
rot " ) 


Erwinia carotovora subsp. caroto- 
vora, Erwinia chrysanthemi pv. zeae 


Bacterial stripe 


Pseudomonas andropogonis 


Chocolate spot 


Pseudomonas syringae pv. corona- 
faciens 


Goss's bacterial wilt- and 
blight (leaf freckles and 
wilt) 


Clavibacter michiganensis subsp. 
nebraskensis = Corynebacterium 
michiganense pv. andnebraskense 


Holcus spot 


Pseudomonas syringae pv. syringae 


Purple leaf sheath 


Hemiparasitic bacteria 


Seed rot-seedling blight 


Bacillus subtilis 


Stewart's disease 
(bacterial wilt) 


Pantoea stewartii = 
Erwinia stewartii 


Corn stunt 

(achapparramiento , maize 
stunt, Mesa Central or Rio 
J Grande maize stunt) 


Spiroplasma kunkelii 



Ganz besonders bevorzugt sind nachfolgende pathogene Bakterien: 
45 Corynebacterium sepedonicum (Bakterienringf aule an Kartoffel) , 
Erwinia carotovora (Schwarzbeinigkeit an Kartoffel) , Erwinia 
amylovora (Feuerbrand an Birne, Apfel, Quitte) , Streptomyces 
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scabies (Kartof f elschorf ) , Pseudomonas syringae pv. tabaci 
(Wildfeuer an Tabak) , Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 
(Fettf leckenkrankheit an Buschbohne) , Pseudomonas syxxngae : pv.. 
tomato ("bacterial speck" an Tomate) , Xanthomonas campestris pv. ; 
5 malvacearum (Blattf leckenkrankheit an Baumwolle) und Xanthomonas ; 
campestris pv. oryzae (Bakterienf aule an Reis und anderen 
Grasern) . 

3 . Virale Pathogene : 

10 

"Virale Pathogene" schlie£t samtliche Pf lanzenviren ein 
wie beispielsweise Tabak- oder oder Cucumber-Mosaiv Virus, 
Ringspot-Virus , Nekrose-Virus , Mais Dwarf -Mosaic Virus etc. 



15 Beispielhaft jedoch nicht einschrankend seien die in 

Tabelle 4 genannten Pathogene und die mit ihnen in Zusammen- 
hang gebrachten Erkrankungen zu nennen. 

Tabelle 4: Virale Erkrankungen 

20 



25 



35 



45 



Krankheit 


Pathogen 


American wheat striate 
(wheat striate mosaic) 


American wheat striate mosaic virus 
(AWSMV) 


Barley stripe mosaic 


Barley stripe mosaic virus (BSMV) 


Barley yellow dwarf 


Barley yellow dwarf virus (BYDV) 


Brome mosaic 


Brome mosaic virus (BMV) 


Cereal chlorotic mottle 


Cereal chlorotic mottle virus (CCMV) 


Corn chlorotic vein 
banding (Braizilian 
maize mosaic) 


Corn chlorotic vein banding virus 
(CCVBV) 


Corn lethal necrosis 


Viruskomplex aus Maize chlorotic 
mottle virus (MCMV) und Maize dwarf 
mosaic virus (MDMV) A oder B oder 
Wheat streak mosaic virus (WSMV) 


Cucumber mosaic 


Cucumber mosaic virus (CMV) 


Cynodon chlorotic streak 


Cynodon chlorotic streak virus (CCSV) 


Johnsongrass mosaic 


Johnsongrass mosaic virus (JGMV) 


Maize bushy stunt 


Mycoplasma-like organism (MLO) 
associated 


Maize chlorotic dwarf 


Maize chlorotic dwarf virus (MCDV) 


Maize chlorotic mottle 


Maize chlorotic mottle virus (MCMV) 


Maize dwarf mosaic 


Maize dwarf mosaic virus (MDMV) 
strains A, D, E and F 


Maize leaf fleck 


Maize leaf fleck virus (MLFV) 


Maize line 


Maize line virus (MLV) 
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Krankheit 


Pathogen 




Maize mosaic (corn leaf 
stripe , enanismo rayado) 


Maize mosaic virus (MMV) . 


5 


Maize mottle and chloro- 
tic stunt 1 


Maize mottle and chlorotic stunt virus 




Maize pellucid ringspot 


Maize pellucid ringspot virus (MPRV) 




Maize raya gruesa 


Maize raya gruesa virus (MRGV) 




maize rayado fino (fine 
striping disease) 


Maize rayado fino virus (MRFV) 


10 


Maize red leaf and red 
stripe 


Mollicute 




Maize red stripe 


Maize red stripe virus (MRSV) 




Maize ring mottle 


Maize ring mottle virus (MRMV) 


15 


Maize rio IV 


Maize rio cuarto virus (MRCV) 




Maize rough dwarf 
( nani smo ruvido ) 


Maize rough dwarf virus (MRDV) (Cereal 
tillering disease virus) 




Ma i *7C* o <=>t~ "i 1p Stunt 
_L _l.Cc X JL» C5 »j »-» X. JL. J-v^ w u-tx 


Maize sterile stunt virus (strains 
of barley yellow striate virus) 


20 


Maize streak 


Maize streak virus (MSV) 




Maize stripe (maize 
chlorotic stripe, maize 
1103 a JDXanca; 


Maize stripe virus 




jyiaize scuin.±iiy 


M?5 i ve* t tm t i Tier virus 




TV/T-a A ry /— \ i - => c 0 a V\/-\T"*1"" "1 OT1 

iXiaize Uabbcl CUJUI uiuii 


Maize tassel abortion virus (MTAV) 




ixiai z e ve i n exict l. jl <j>i j. 


Maize vein enation virus (MVEV) 




jyiaize waxiaDy cai 


Mai vp wsl "1 j^Vyv par vitu*? 1 MW K\/} 

XTJ.CL JL <£> C W CI J L CAJJj CCIJ. V J.JL UO V X XV V J_l V / 




Maize white leaf 


Maize white leaf virus 


30 


Maize white line mosaic 


Maize white line mosaic virus (MWLiMV) 




Millet red leaf 


Millet red leaf virus (MRLV) 




Northern cereal mosaic 


Northern cereal mosaic virus (NCMV) 




Oat pseudorosette 
( z akukl i vani e ) 


Oat pseudorosette virus 


35 


Oat sterile dwarf 


Oat sterile dwarf virus (OSDV) 




XvlLt: JJXdUA b Ui CaJVCU 

dwarf 


Rice black— streaked dwarf virus 
(RBSDV) 




Rice stripe 


Rice stripe virus (RSV) 


40 


Sorghum mosaic 


Sorghum mosaic virus (SrMV) (auch: 
suaarcariG mosaic virus (SCMV) Stamme 
H, I and M) 




Sugarcane Fiji disease 


Sugarcane Fiji disease virus (FDV) 


45 


Sugarcane mosaic 

• 


Sugarcane mosaic virus (SCMV) strains 
A, B, D, E, SC, BC, Sabi and MB 
(formerly MDMV-B) 




Wheat spot mosaic 


Wheat spot mosaic virus (WSMV) 
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4. Tierische Schadlinge 
4.1 Insekten Pathogene: 



5 Beispielhaf t jedoch nicht einschrankend seien Insekten wie 

beispielsweise Kafer, Raupen, Lause oder Milben zu nennen. 
Bevorzugt sind Insekten der Gattungen Coleoptera, Diptera, 
Hymenoptera, Lepidoptera, Mallophaga, Homoptera, Hemiptera, 
Orthoptera, Thysanoptera. Dermaptera, Isoptera, Anoplura, 

10 Siplionaptera, Trichoptera, etc.. Besonders bevorzugt sind 

Coleoptera and Lepidoptera Insekten, wie beispielsweise 
den Maisziinsler (European Corn Borer (ECB) ) , Diabrotica 
barber i ( "northern corn rootworm" ) , Diabrotica undecim- 
punctata. ("southern corn rootworm" ) , Diabrotica virgifera 

15 ("Western corn rootworm"), Agrotis ipsilon ("black cutworm"), 

Crymodes devastator ("glassy cutworm"), Feltia ducens ("dingy 
cutworm" ) f Agrotis gladiaria { "claybacked cutworm" ) , Melano- 
tus spp. , Aeolus mellillus ( "wireworm" ) , Aeolus mancus 
("wheat wireworm"), Horistonotus uhlerii ("sand wireworm"), 

20 Sphenophorus maidis ("maize billbug" ), Sphenophorus zeae 

("timothy billbug"), Sphenophorus parvulus ("bluegrass 
billbug"), Sphenophorus callosus ("southern corn billbug"), 
Phyllogphaga spp. ("white grubs"), Anuraphis maidiradicis 
("corn root aphid"), Delia platura ("seedcorn maggot"), 

25 Colaspis brunnea ("grape colaspis"), Stenolophus lecontei 

("seedcorn beetle") und Clivinia impressif rons ("lender 
seedcorn beetle") . 



30 



35 



Ferner sind zu nennen: Das Getreidehahnchen (Oulema 
melanopus) , die Fritf liege (Oscinella frit) , Drahtwurmer 
(Agrotis lineatus) und Blattlause (wie z.B. Haf erblattlaus 
Rhopalosiphum padi, GroSe Getreideblattlaus Sitobion avenae) 

4 . 2 Nemat oden : 

Beispielhaf t jedoch nicht einschrankend seien die in 
Tabelle 6 genannten Pathogene und die mit ihnen in Zusammen- 
hang gebrachten Erkrankungen zu nennen. 



40 


Tabelle 6 : 


Paras i tare Nemat oden 




S chadi gung 


Pathogene Nematode 




Awl 


Dolichodorus spp., D. heterocephalus 


45 


Stengel- oder Stockalchen, 
Riibenkop f a 1 chen 
("Bulb and stem"; Europe) 


Di tyl enchus dips ac i 




Burrowing 


Radopho lus s imi lis 
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Schadigung 


Pathogene Nematode 


Haferzystenalchen ("Cyst") 


Heterodera avenae, H. zeae^ Puncto- 
dera chalcoensis 


Dagger 


Xiphinema spp. , X. americanum, X. 
medi t erraneum 


False root-knot 


Nacobbus dorsal is 


T.anr-p . Columbia 


Hoplolaimus columbus 


Lance 


Hoplolaimus spp., H. galeatus 


Lesion 


Pratylenchus spp., P. brachyurus , P. 
crenatus, P. hexincisus, P. neglec- 
tus, P. penetrans, P. scribneri, P. 
thornei, P. zeae 


Needle 


Longidorus spp . , L . breviannulatus 


Ring 


Criconemella spp., C. ornata 


Wurzelgallenalchen 
( "Root-knot") 


Meloidogyne spp., M. chitwoodi, M. 
incognita, M. javanica 


Spiral 


Helicotylenchus spp . 


Sting 


Belonolaimus spp. , B. longicaudatus 


Stubby-root 


Paratrichodorus spp., P. christiei, 
P. minor, Quinisulcius acutus, Tri- 
chodorus spp. 


Stunt 


Tyl enchor hynchus dubius 



25 

Ganz besonders bevorzugt sind Globodera rostochiensis und 
G. pallida ( Zystenalchen an Kartoffel, Tomate u.a. Nachtschatten- 
gewachsen) , Heterodera schachtii (Rubenzystenalchen an Zucker- 
und Futterriibe, Raps, Kohl etc.), Heterodera avenae (Hafer- 

30 zystenalchen an Hafer u.a. Getreidearten) , Ditylenchus dipsaci 
(Stengel- oder Stockalchen, Rubenkopf alchen an Roggen, Hafer, 
Mais, Klee, Tabak, Rube) , Anguina tritici (Weizenalchen, Rade- 
krankheit an Weizen (Dinkel, Roggen) , Meloidogyne hapla (Wurzel- 
gallenalchen an Mohre, Gurke, Salat, Tomate, Kartoffel, Zucker- 

35 rube, Luzerne) . 

Als fur die einzelnen Sorten bevorzugte Pilz- oder Virus-Patho- 
gene sind beispielsweise zu nennen: 

40 

1. Gerste: 

Pilz-, bakterielle und virale Pathogene: Puccinia graminis 
f.sp. hordei (barley stem rust), Blumeria (Erysiphe) graminis 
f.sp. hordei (Barley Powdery Mildew), barley yellow dwarf vi- 
45 rus (BYDV) , 
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Pathogene Insekten / Nematoden: Ostrinia nubilalxs (European 
corn borer) ; Agrotis ipsilon (black cutworm) ; Schizaphis 
graminum (greenbug) ; Blissus leucopterus leucopterus (chinch." 
bug) ; Acrosternum hilare (green stink bug) ; Euschistus servus 
5 (brown stink bug); Deliaplatura (seedcorn maggot); Mayetiola 

destructor (Hessian fly) ; Petrobia latens (brown wheat mite) . 



2 . So j abohne : 



10 Pilz-, bakterielle oder virale Pathogene: Phytophthora mega- 

sperma f sp. glycinea, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia 
solani, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium oxysporum, 
Diaporthe phaseolorum var. sojae (Phomopsis sojae) , Diaporthe 
phaseolorum var. caulivora, Sclerotium rolfsii, Cercospora 

15 kikuchii, Cercospora sojina, Peronospora manshurica, Colleto- 

trichum dematium (Colletotrichum truncatum) , Corynespora 
cassiicola, Septoria glycines, Phyllosticta sojicola, Alter- 
naria alternata, Pseudomonas syringae p. v. glycinea, Xantho- 
monas campestris p. v. phaseoli, Microsphaera diffussa, 

20 Fusarium semitectum, Phialophora gregata, Sojabohnen Mosaik- 

virus, Glomerella glycines, Tobacco Ring spot virus, Tobacco 
Streak virus, Phakopsorapachyrhizi , Pythium aphanidermatum, 
Pythium ultimum, Pythium debaryanum, Tomato spotted wilt 
virus, Heterodera glycines Fusarium solani. 

25 

Pathogene Insekten / Nematoden: Pseudoplusia includens (soy- 
bean looper) ; Anticarsia gemmatalis (velvetbean caterpillar) ; 
Plathypena scabra (green cloverworm) ; Ostrinia nubilalis 
(European corn borer) ; Agrotis ipsilon (black cutworm) ; 

3 0 Spodoptera exigua (beet armyworm) ; Heliothis virescens 

(cotton budworm) ; Helicoverpa zea (cotton bollworm) ; 
Epilachna varivestis (Mexican bean beetle) ; Myzus persicae 
(green peach aphid) ; Empoasca fabae (potato leaf hopper) ; 
Acrosternum hilare (green stink bug) ; Melanoplus femur rub rum 

35 (redlegged grasshopper) ; Melanoplus dif f erentialis (differen- 

tial grasshopper) ; Hylemya platura (seedcorn maggot) ; Seri- 
cothrips variabilis (soybean thrips) ; Thrips tabaci (onion 
thrips) ; Tetranychus turkestani (strawberry spider mite) ; 
Tetranychus urticae (twospotted spider mite) ; 



40 



Canola: 



Pilz-, bakterielle oder virale Pathogene: Albugo Candida, 
Alternaria brassicae, Leptosphaeria maculans, Rhizoctonia 
45 solani, Sclerotinia sclerotiorum, Mycosphaerella brassiccola, 

Pythium ultimum, Peronospora parasitica, Fusarium roseum, 
Alternaria alternata. 
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4. Alfalfa: 

Pilz, , bakterielle oder virale Patiiogene : ClavibaTfer michi- 
ganese subsp . insidiosum, Pythium ultimum, Pythium irre- 
5 gulare, Pythium splendens, Pythium debaryanum, Pythium 

aphanidermatum, Phytophthora megasperma, Peronospora tri- 
foliorum, Phoma medicaginis var. medicaginis, Cercospora 
medicaginis, Pseudopeziza medicaginis, Leptotrochila medi- 
caginis, Fusarium, Xanthomonas campestris p. v. alfalfae, 
10 Aphanomyces euteiches, Stemphylium herbarum, Stemphylium 

alfalfae. 

5. Weizen : 

15 Pilz-, bakterielle oder virale Pathogene: Pseudomonas syringae 

p.v. atrofaciens, Urocystis agropyri, Xanthomonas campestris - f% 
p.v. translucens, Pseudomonas syringae p.v. syringae, Alter - 
naria alternata, Cladosporium herbarum, Fusarium graminearum, 
Fusarium avenaceum, Fusarium culmorum, Ustilago tritici, 

20 Ascochyta tritici, Cephalosporium gramineum, Collotetrichum 

graminicola, Erysiphe graminis f.sp. tritici, Puccinia 
graminis f .sp ? tritici, Puccinia recondita f.sp. tritici, 
Puccinia striiformis, Pyrenophora tritici-repentis , Septoria 
nodorum, Septoria tritici, Septoria avenae, Pseudocerco- 

25 sporella herpotrichoides , Rhizoctonia solani, Rhizoctonia 

cerealis, Gaeumannomyces graminis var. tritici, Pythium 
aphanidermatum, Pythium arrhenomanes , Pythium ultimum, 
Bipolaris sorokiniana, Barley Yellow Dwarf Virus, Brome 
Mosaic Virus, Soil Borne Wheat Mosaic Virus, Wheat Streak 

30 Mosaic Virus, Wheat Spindle Streak Virus, American Wheat 

Striate Virus, Claviceps purpurea, Tilletia tritici, Tilletia 
laevis, Ustilago tritici, Tilletia indica, Rhizoctonia 
solani, Pythium arrhenoraannes , Pythium gramicola, Pythium 
aphanidermatum, High Plains Virus, European wheat striate 

35 virus, Puccinia graminis f.sp. tritici (Wheat stem rust), 

Blumeria (Erysiphe) graminis f.sp. tritici (Wheat Powdery 
Mildew) 

Pathogene Insekten / Nematoden: Pseudaletia unipunctata (army 
40 worm); Spodoptera , f rugiperda (fall armyworm) ; Elasmopalpus 

lignosellus (lesser cornstalk borer); Agrotis orthogonia 
(western cutworm) ; Elasmopalpus Zignosellus (lesser cornstalk 
borer) ; Oulema melanopus (cereal leaf beetle) ; Hypera punc- 
tata (clover leaf weevil) ; Diabrotica undecimpunctata howardi 
45 (southern corn rootworm) ; Russian wheat aphid; Schizaphis 

graminum (greenbug) ; Macros iphum avenae (English grain 
aphid) ; Melanoplus femurrubrum (redlegged grasshopper) ; 
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Melanoplus dif f erentialis (differential grasshopper) ; 
Melanoplus sanguinipes (migratory grasshopper) ; Mayetiola 
destructor (Hessian fly); Sitodiplosis mosellana (wheat 
midge); Meromyza americana (wheat stem maggot); Hylemya 
5 coarctata (wheat bulb fly); Frankliniella fusca (tobacco 

thrips) ; Cephus cinctus (wheat stem sawf ly) ; Aceria tulipae 
(wheat curl mite) ; 



Sormenblume : 



10 



Pilz-, bakterielle oder virale Pathogene: Plasmophora 
halstedii, Sclerotinia sclerotiorura, Aster Yellows, Septoria 
helianthi, Phomopsis helianthi, Alternaria helianthi, Alter- 
naria zinniae, Botrytis cinerea, Phoma macdonaldii , Macro- 
15 phomina phaseolina, Erysiphe cichoracearum, Rhizopus oryzae, 

Rhizopus arrhizus, Rhizopus stolonifer, Puccinia helianthi, 
Verticillium dahliae, Erwinia carotovorum p.v. Carotovora, 
Cephalosporium acremonium, Phytophthora cryptogea, Albugo 
tragopogonis . 

20 

Pathogene Insekten / Nematoden: Suleima helianthana (sun- 
flower bud moth) ; Homoeosoma elect ellum (sunflower moth) ; 
zygogramma exclamationis (sunflower beetle) ; Bothyrus 
gibbosus (carrot beetle) ; Neolasioptera murtf eldtiana 
25 (sunflower seed midge) ; 

7. Mais: 

Pilz-, bakterielle oder virale Pathogene: Fusarium monili- 

3 0 forme var . subglutinans, Erwinia stewartii, Fusarium monili- 

forme, Gibberella zeae (Fusarium graminearum) , Stenocarpella 
maydi (Diplodia maydis) , Pythium irregulare, Pythium debarya- 
num, Pythium graminicola, Pythium splendens, Pythium ultimum, 
Pythium aphani derma turn, Aspergillus flavus, Bipolaris maydis 

35 0, T (Cochliobolus heterostrophus) , Helminthosporium carbonum 

I, II & III (Cochliobolus carbonum) , Exserohilum turcicum I, 
II Sc III, Helminthosporium pedicellatum, Physoderma maydis, 
Phyllosticta maydis, Kabatiella maydis, Cercospora sorghi, 
Ustilago maydis, Puccinia sorghi, Puccinia polysora, Macro- 

40 phomina phaseolina, Penicillium oxalicum, Nigrospora oryzae, 

Cladosporium herbarum, Curvularia lunata, Curvularia inae- 
qualis, Curvularia pallescens, Clavibacter michiganese subsp. 
nebraskense, Trichoderma viride, Maize Dwarf Mosaic Virus A 
& B, Wheat Streak Mosaic Virus, Maize Chlorotic Dwarf Virus, 

45 Claviceps sorghi, Pseudonomas avenae, Erwinia chrysanthemi 

p. v. Zea, Erwinia corotovora, Cornstunt spiroplasma, Diplodia 
macrospora, Sclerophthora macrospora, Peronosclerospora 
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sorghi, Peronosclerospora philippinesis , Peronosclerospora 
maydis, Peronosclerospora sacchari, Spacelotheca reiliana, ' 
Physopella zeae, Cephalosporium maydis , Caphalosporium acre- 
monium, Maize Chlorotic Mottle Virus, High Plains Virus, 
5 Maize Mosaic Virus, Maize Rayado Fino Virus, Maize Streak 

Virus (MSV, Maisstrichel-Virus) , Maize Stripe Virus, Maize 
Rough Dwarf Virus. 

Pathogene Insekten / Nematoden: Ostrinia nubilalis (European 

10 corn borer) ; Agrotis ipsilon (black cutworm) ; Helicoverpa zea 

(corn earworm) ; Spodoptera frugiperda. (fall armyworm) ; Dia- 
traea grandiosella (southwestern corn borer) ; Elasmopalpus 
lignosellus (lesser cornstalk borer) ; Diatraea saccharalis 
(surgarcane borer) ; Diabrotica virgifera (western corn 

15 rootworm) ; Diabrotica longicornis barberi (northern corn 

rootworm) ; Diabrotica undecimpunctata howardi (southern corn 
rootworm); Melanotus spp. (wireworms) ; Cyclocephala borealis 
(northern masked chafer; white grub) ; Cyclocephala immaculata 
(southern masked chafer; white grub) ; Popillia japonica 

20 (Japanese beetle) ; Chaetocnema pulicaria (corn flea beetle) ; 

Sphenophorus maidis (maize billbug) ; Rhopalosiphum maidis 
(corn leaf aphid) ; Anuraphis maidiradicis (corn root aphid) ; 
Blissus leucopterus leucopterus (chinch bug) ; Melanoplus 
f emurrubrum (redlegged grasshopper) ; Melanoplus sanguinipes 

25 (migratory grasshopper); Hylemva platura (seedcom maggot) ; 

Agromyza parvicornis (corn blot leaf miner) ; Anaphothrips 
obscrurus (grass thrips) ; Solenopsis miles ta (thief ant) ; 
Tetranychus urticae (twospotted spider mite) . 

30 8. Sorghum: 

Pilz~, bakterielle oder virale Pathogene: Exserohilum 
turcicum, Colletotrichum graminicola (Glomerella gramini- 
cola) , Cercospora sorghi, Gloeocercospora sorghi, Ascochyta 

35 sorghina, Pseudomonas syringae p. v. syringae, Xanthomonas 

campestris p. v. holcicola, Pseudomonas andropogonis , Puccinia 
purpurea, Macrophomina phaseolina, Perconia circinata, Fusa- 
rium monilifonne, Alternaria alternate, Bipolaris sorghicola, 
Helminthosporium sorghicola, Curvularia lunata, Phoma insi- 

40 diosa, Pseudomonas avenae (Pseudomonas alboprecipitans) , 

Ramulispora sorghi, Ramulispora sorghicola, Phyllachara 
sacchari, Sporisorium reilianum (Sphacelotheca reiliana) , 
Sphacelotheca cruenta, Sporisorium sorghi, Sugarcane mosaic 
H, Maize Dwarf Mosaic Virus A & B, Claviceps sorghi, Rhizoc- 

45 tonia solani, Acremonium striatum, Sclerophthona macrospora, 

Peronosclerospora sorghi, Peronosclerospora philippinensis , 
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Sclerospora graminicola, Fusarium graminearum, Fusarium 
oxysporum, Pythium arrhenomanes, Pythium graminicola. . 

Pathogene Insekten / Nematoden: Child partellus (sorghum 
5 borer); Spodoptera frugiperda (fall armyworm) ; Helicoverpa 

zea (corn ear -worm) ; Elasmopalpus lignosellus (lesser corn- 
stalk borer) ; Feltia subterranea (granulate cutworm) ; Phvllo- 
phaga crinita (white grub); Eleodes, Conoderus und Aeolus 
spp. (wireworm) ; Oulema melanopus (cereal leaf beetle); 

10 Chaetocnema pulicaria (corn flea beetle) ; Sphenophorus maidis 

(maize billbug) ; Rhopalosiphum maidis (corn leaf aphid); 
Siphaf lava (yellow sugarcane aphid) ; Blissus leucopterus 
leucopterus (chinch bug) ; Contarinia sorghicola (sorghum- 
midge) ; Tetranychus cinnabarinus (carmine spider mite) ; 

15 Tetranychus urticae (two spotted spider mite) . 



9 . Baumwolle : 



Pathogene Insekten / Nematoden: Heliothis virescens (cotton 
20 budworm) ; Helicoverpa zea (cotton bollworm) ; Spodoptera 

exigua (beet armyworm) ; Pectinophora gossypiella (pink 
bollworm) ; Anthonomus grandis grandis (boll weevil) ; Aphis 
gossypii (cotton aphid) ; Pseudatomoscelis seriatus (cotton 
fleahopper) ; Trialeurodes abutilonea (bandedwinged whitef ly) ; 
25 Lygus lineolaris (tarnished plant bug) ; Melanoplus femur - 

rubrum (redlegged grasshopper) ; Melanoplus dif f erentialis 
(differential grasshopper) ; Thrips tabaci (onion thrips) ; 
Franklinkiella fusca (tobacco thrips) ; Tetranychus cinna- 
barinus (carmine spider mite) ; Tetranychus urticae (two- 
30 spotted spider mite) ; 

10. Reis: 



Pathogene Insekten / Nematoden: Diatraea saccharalis ( sugar - 
35 cane borer); Spodoptera frugiperda (fall armyworm); Helico- 

verpa zea (corn earworm) ; Colaspis brurmea (grape colaspis) ; 
Lissorhoptrus oryzophilus (rice water weevil) ; Sitophilus 
oryzae (rice weevil) ; Nephotettix nigropictus (rice leaf- 
hopper) ; Blissus leucopterus leucopterus (chinch bug) ; Acro- 
40 sternum hilare (green stink bug) ; 



11. Raps: 



Pathogene Insekten / Nematoden: Brevicoryne brassicae 
45 (cabbage aphid) ; Phyilotreta cruciferae (Flea beetle) ; 

Mamestra conjgurata (Bertha armyworm) ; Plutella xylostella 
(Diamond-back moth); Delia ssp. (Root maggots). 
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"NADPH-Oxidase" meint im Rahmen der Erfindung all solche Enzyme, 
die als wesentliche Eigenschaft befahigt sind mittels eines Ein-; 
zelelektronentransfers molekularen Sauerstoff (0 2 ) zu ^uperoxid 
(02~) umzusetzen. Bevorzugt sind die Enzyme die durch die EC- 
5 Klasse E »C . 1 . 23 . 45 . 3 beschrieben werden. Dabei kann die NADPH- 
Oxidasen aus einem oder mehr Polypeptiden bestehen, die gleich 
oder unterschiedlich sein konnen. 

Bevorzugt ist die NADPH-Oxidase ein Flavocytochromprotein und 
10 umfasst als prosthetische Gruppen ein Cytochrom b und/oder eine 
FAD Einheit. Die NADPH-Oxidase kann aus einem ocipi Heterodimer 
bestehen, wobei die P Untereinheit die funktionelle Untereinheit 
des Flavocytochxoms darstellen und als Glykoprotein die Elektro- 
nentransportkomponenten umfassen kann (eine hydrophile, zyto- 
15 solische, C-terminale Domane, welche NADPH und FAD enthalt, sowie 
4 bis 6 N-terminale, putative Transmembrane-a-Helixes , welche 
zwei Histidin-komplexierte prosthetische Haem-Gruppen enthalt) . 
Die a-Untereinheit kann eine C-terminale, Prolin-reiche Sequenz 
umfassen, welche potentielle zytosoliche, aktivierende Faktoren 
20 der NADPH-Oxidase zu binden vermag. Durch die Bindung der zyto- 
solische phox Proteine (z.B. p47-phox, p67-phox, p40-phox) und 
p21rac - ein GTP-bindendes Protein - kann Aktivierung erfolgen. 

Dem Fachmann sind zahlreiche NADPH-Oxidasen aus pflanzlichen 
25 Organismen bekannt (u.a. Torres MA et al . (1998) Plant J 14: 
365-370) . Beispielhaft jedoch nicht einschrankend seien die 
Sequenzen mit nachf olgenden GenBnk Acc.-No. zu nennen : ACJ2 51717 
(Hordeum vulgare) , AP003560 (Oryza sativa var. japonica) , 
AJ320505 (Nicotiana tabacum) , AB050660 (Solanum tuberosum) , 
30 AF088276 (Lycopersicon esculentum) , AB008111 (Arabidopsis 

thaliana; Atrboh F) , AF055357 (Arabidopsis thaliana; RbohD) , 
AJ309006 (Nicotiana tabacum; rboh) , AP003271 (Oryza sativa cv. 
japonica), AF055355 (Arabidopsis thaliana; RbohC) , AF055353 (Ara- 
bidopsis thaliana; RbohA) . Insbesondere bevorzugt sind die NADPH- 
35 OXIDASEN, die eine Sequenz gema£ SEQ ID: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 
16, 18, 20 oder 22 umfassen. 

Die zu den im Rahmen dieser Erfindung of fenbarten NADPH-Oxidase 
Sequenzen homologen Sequenzen aus anderen Pflanzen konnen z.B. 

40 durch Datenbanksuche oder Durchmustern von Gen-Banken - unter 

Verwendung der NADPH-Oxidase Sequenzen als Suchsequenz bzw. Sonde 
- leicht aufgef unden werden. Beispielhaft seien. dabei Sequenzen 
mit nachf olgenden GenBnk Acc.-No. zu nennen: CAC51517.1, 
AJ251717, T03973, BAB68079.1, AP003560, T02024, CAC87256.1, 

45 AJ320505, BAB70750.1, AB050660, AF088276_1, NP_5 64821 . 1 , N 

MJL05079, T00265 AC007764_16, NP_192862.1, NM_117194, AF147783_1, 
AAM28891.1, AF506374, CAC84140.1, AJ309006, T51804, NP__199602 . 1 , 
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NMJL24165, BAB89740.1, AP003271,. AAC39477.1, AF055355, 
NP_199919.1, NWL.124485, AAC39475.1, AF055353, NP_196356.1, 
NM_120821, NP_194239.1, NM_118641, BAB083 69.1, AB015475; 
AAC39478.1, AF055356, AC069143_9, NPJ.73357 . 1, NM_101781, 
5 NP__172383.1, NM_100780, AAB70398.1, AC000106, AAC39476.1, 

AF055354, BAB70751.1, AB050661, RAB63664.1, AP003275, AAD24966.1, 
AF109150. 

Besonders bevorzugt umfasst die Polypeptidsequenz der NADPH- 
10 Oxidase mindestens ein Secfuenzmotiv ausgewahlt aus der Gruppe 
von Sequenzmotiven bestehend aus 



i) AL (K/R) GL (K/R) 

ii) DK (N/D) XDG (R/K) (I/L/V) (T/N) E 
15 iii) LSASAN 

iv) IMEELDP 

v) K(F/L)NMA(I/L) (I/V)LXPVCRN 

vi) (E/Q)WHPFSIT 

vii) S(A/S)PXDD(Q/Y) (L/I) S ( I/V) H (V/I/L) R 
20 viii) DGPYG ( S / A ) PAGDY 

ix) L(I/V)GLGIGATP 

x) FYWVTREQGSF 

xi) GVFYCG 



25 Ganz besonders bevorzugt enthalt die Peptidsequenz mindestens 2 
oder 3, ganz besonders bevorzugt mindestens 4 oder 5, am meisten 
bevorzugt alle der Sequenzmotive ausgewahlt aus der Gruppe der 
Sequenzmotive i) , ii) r iii), iv) f v) , vi) vii), viii), ix) x) 
und xi) . (Angaben in Klammern meinen alternativ mogliche Amino - 

30 sauren an dieser Position; z.B. mein (V/I) , dass an dieser 
Position Valin oder Isoleucin moglich ist) . 

NADPH-Oxidase kann aber auch jede andere Einheit eines NADPH- 
Oxidase Enzymkomplexes meinen der wesentlich fur Aktivitat der 
35 NADPH-Oxidase ist . 



"Proteinmenge" meint die Menge eines NADPH-Oxidase-Polypeptides 
in einem Organismus , einem Gewebe, einer Zelle oder einem Zell- 
kompartiment . "Verminderung" der Proteinmenge meint die mengen- 

40 ma£ige Verminderung der Menge einer NADPH-Oxidase in einem 

Organismus, einem Gewebe, einer Zelle oder einem Zellkompartiment 
- beispielsweise durch eines der unten beschriebenen Verfahren - 
im Vergleich zu dem Wildtyp derselben Gattung und Art auf den 
dieses Verfahren nicht angewendet wurde, unter ansonst gleichen 

45 Rahmenbedingungen (wie beispielsweise Kulturbedingungen-, Alter 
der Pflanzen etc.). Der Verminderung betragt dabei mindestens 
10 %, bevorzugt mindestens 10 % oder mindestens 20 %, besonders 
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bevorzugt um mindestens 40 % oder 60 %, ganz besonders bevorzugt . 
urn mindestens 70 % oder 80 %, am meisten bevorzugt torn mindestens;' 
90 % oder 95 %. 7 

5 "Aktivitat" meint die Fahigkeit einer NADPH-Oxidase molekularen *: 
Sauerstoff (O2) zu Superoxid (0 2 ~) umzusetzen. "Veraiinderung" 
der Aktivitat meint die Verminderung der Gesamt -Aktivitat eines 
NADPH-Oxidase-Proteins in einem Organismus, einem Gewebe, einer 
Zelle oder einem Zellkompartiment - beispielsweise durch eines 

10 der unten beschriebenen Verfahren - im Vergleich zu dem Wildtyp 
derselben Gattung und Art auf den dieses Verfahren nicht ange- 
wendet wurde, unter ansonst gleichen Rahmenbedingungen (wie bei- 
spielsweise Kulturbedingungen, Alter der Pflanzen etc.). Der Ver- 
minderung betragt dabei mindestens 10 %, bevorzugt mindestens 

15 10 % oder mindestens 20 %, besonders bevorzugt um mindestens 40 % 
oder 60 %, ganz besonders bevorzugt um mindestens 70 % oder 80 %, 
am meisten bevorzugt um mindestens 90 % oder 95 %. 

"Funktion" meint bevorzugt die Subs tratbindekapazi tat einer 
20 NADPH-Oxidase in einem Organismus, einem Gewebe, einer Zelle oder 
einem Zellkompartiment. Als Substrate kommen niedermolekulare 
Verbindungen wie NADPH oder FAD aber auch die Proteininter- 
aktionspartner einer NADPH-Oxidase in Frage. 

25 "Verminderung" der Funktion meint beispielsweise die mengenmaSige 
Verminderung der Bindekapazitat oder Bindestarke einer NADPH- 
Oxidase zu mindestens einem Substrat in einem Organismus, einem 
Gewebe, einer Zelle oder einem Zellkompartiment - beispielsweise 
durch eines der unten beschriebenen Verfahren - im Vergleich zu 

30 dem Wildtyp derselben Gattung und Art auf den dieses Verfahren 
nicht angewendet wurde, unter ansonst gleichen Rahmenbedingungen 
(wie beispielsweise Kulturbedingungen, Alter der Pflanzen etc.). 
Unter Verminderung ist auch die Veranderung der Substratspezif i- 
tat zu verstehen, wie sie beispielsweise durch den kcat/Km-Wert 

35 ausgedruckt werden kann. Der Verminderung betragt dabei min- 
destens 10 %, bevorzugt mindestens 10 % oder mindestens 20 %, 
besonders bevorzugt um mindestens 40 % oder 60 %, ganz besonders 
bevorzugt um mindestens 70 % oder 80 %, am meisten bevorzugt um 
mindestens 90 % oder 95 %. Bindepartner fur NADPH-Oxidase konnen 

40 beispielsweise durch das Hef e-2-Hybridsystem in der dem Fachmann 
gelaufigen Weise identif iziert werden. 

Verfahren zur Bestimmung der Proteinmenge, der Aktivitat von 
NADPH Oxidasen oder der Subs tratbindekapazi tat sind dem Fachmann 
45 bekannt. Beispielsweise kann die NADPH abhangige, DPI-inhibier- 
bare 0 2 ~ oder H 2 0 2 Produktion (z.B. uber Nitro-Blau-Tetrazolium 
[NBT] oder Cytochrom c Reduktion) gemessen werden. Die Protein- 
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menge karm beispielsweise immunologisch unter Verwendung ent- 
sprechender Antikorper bestimmt werden. Entsprechende Verfahren 
sind beschrieben (Yu L et al.- (1999) Blood 94 (7) : 2497-T04; Doke N 
(1983a) Physiol Plant Pathol 23:345-357; Levine A et al. (1994) . 
5 Cell 79:583-593; Tenhaken R et al. (1995) Proc Nat Acad Sci 
USA 92: 4158-4163; Sagi M & Fluhr R. (2001) Plant Physiol 
126 (3) :1281-90; Huckelhoven R & Kogel KH (1998) Mol Plant Microbe 
Interact 11:292-300; so wie in den vorgenannten Artikeln zitier- 
ten Referenzen) . 

10 

"Funktionelle Aquivalente" eines NADPH-Oxidase-Proteins meint be- 
vorzugt solche Sequenzen, die von einer NADPH-Oxidase umfassend 
eine Polypeptidsequenz gemaE SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 
16, 18, 20 oder 22 abgeleitet oder zu dieser homolog sind und 
15 die gleichen wesentlichen Eigenschaf ten aufweisen. 

Dabei kann die Effizienz der Pathogenresistenz sowohl nach unten 
als auch nach oben im Vergleich zu einem Wert erhalten bei Ver- 
minderung einer der NADPH-Oxidasen umfassen eine Polypeptidse- 

20 quenz gema£ SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 oder 
22 abweichen. Bevorzugt sind solche funktionelle Aquivalente, 
bei denen sich die Effizienz der Pathogenresistenz - gemessen 
beispielsweise an der Penetrationsef f izienz eines Pathogens 
(Haustoriumbildung) - urn nicht mehr als 50 %, bevorzugt 25 %, 

25 besonders bevorzugt 10 % von einem Vergleichswert erhalten 

unter Verminderung einer NADPH-Oxidase umfassend eine Polypeptid- 
sequenz gema£ SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 oder 
22 unterscheidet . Besonders bevorzugt sind solche Sequenzen, bei 
deren Verminderung die Effizienz der Pathogenresistenz quanti- 

30 tativ um mehr als 50 %, bevorzugt 100 %, besonders bevorzugt 
500 %, ganz besonders bevorzugt 1000 % einen Vergleichswert 
erhalten bei Verminderung einer der NADPH-Oxidasen umfassend eine 
Polypeptidsequenz gemaS SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 
18, 20 oder 22 ubersteigt. 

35 

Der Vergleich wird bevorzugt unter analogen Bedingungen durch 
gefiihrt. "Analoge Bedingungen" bedeutet, dass alle Rahmen- 
bedingungen wie beispielsweise Kultur- oder Zuchtbedingungen , 
Assaybedingungen (wie Puffer, Temperatur, Substrate, Pathogen- 

40 konzentration etc.) zwischen den zu vergleichenden Versuchen 

identisch gehalten werden und die Ansatze sich allein durch die 
Sequenz der zu vergleichenden NADPH-Oxidasen, ihrem Ursprungs- 
organismus und gegebenenf alls dem Pathogen unterscheiden . Bei 
Wahl des Pathogens ist fur den Vergleich jeweils das Pathogen 

45 zu wahl en, das dem jeweils anderen - unter Berucksichtigung der 
Artspezif itat - am nachsten kommt . 
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"Funktionelle Aquivalente" meint insbesondere natiirliche oder 
kunstliche Mutationen der NADPH-Oxidasen umfassend eine Poly- 
pep t ids equenz gemaS SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14/16; 18, 
20 oder 22 sowie homologe Polypeptide aus anderen Pflanzen, 
5 welche weiterhin im we sent lichen gleiche Eigenschaf ten aufweisen 
Bevorzugt sind homologe Polypeptide aus oben beschriebenen bevor 
zugten Pflanzen. Die zu den im Rahmen dieser Erfindung of fen- 
barten NADPH-Oxidase Sequenzen homologen Sequenzen aus anderen 
Pflanzen (beispielsweise Arabidopsis thaliana) konnen z.B. durch 
10 Datenbanksuche oder Durchmustem von Gen-Banken - unter Ver- 

wendung der NADPH-Oxidase-Sequenzen als Suchs equenz vzw. Sonde - 
leicht aufgefunden werden. Entsprechende Sequenzen sind oben mit 
GenBank Acc-No. beispielhaft aufgefxihrt. 

15 Mutationen uinfassen Subs ti tut ionen, Additionen, Deletionen, 

Inversion oder Insertionen eines oder mehrerer Aminosaurereste. 
Somit werden beispielsweise auch solche Polypeptide durch die 
vorliegende Erfindung mit umfasst, welche man durch Modi fikat ion 
eines Polypeptides umfassend eine Polypeptidsequenz gemaB 

20 SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 oder 22 erhalt. 

Unter Homologie zwischen zwei Nukleinsauresequenzen wird die 
Identitat der Nukleinsauresequenz tiber die jeweils gesamte 
Sequenzlange verstanden, die durch Vergleich mit Hilfe des 
25 Programmalgorithmus GAP (Wisconsin Package Version 10.0, 

University of Wisconsin, Genetics Computer Group (GCG) , Madison, 
USA; Altschul et al . (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389ff) unter 
Einstellung folgender Parameter berechnet wird: 

30 Gap Weight: 50 Length Weight: 3 

Average Match: 10 Average Mismatch: 0 

Beispielhaft wird unter einer Sequenz, die eine Homologie 
35 von mindestens 80 % auf Nukleinsaurebasis mit der Sequenz 

SEQ ID NO: 1 aufweist, eine Sequenz verstanden, die bei einem 
Vergleich mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 nach obigem Programm- 
algorithmus mit obigem Parametersatz eine Homologie von 
mindestens 80 % aufweist. 

40 

Unter Homologie zwischen zwei Polypeptiden wird die Identitat 
der Aminosaures equenz uber die jeweils gesamte Sequenzlange ver- 
standen, die durch Vergleich mit Hilfe des Programmalgorithmus 
GAP (Wisconsin Package Version 10.0, University of Wisconsin, 
45 Genetics Computer Group (GCG) , Madison, USA) unter Einstellung 
folgender Parameter berechnet wird: 
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Gap Weight: 8 



Length Weight: 2 



Average Match: 2,912 



Average Mismatch: -2\ 003 



5 Beispielhaft wird unter einer Sequenz, die eine Homologie von 
mindestens 80 % auf Proteinbasis mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 
aufweist, eine Sequenz verstanden, die bei einem Vergleich mit 
der Sequenz SEQ ID NO: 2 nach obigem Programmalgorithmus mit 
obigem Parametersatz eine Homologie von mindestens 80 % aufweist. 

10 

Funktionelle Aquivalente, abgeleitet von einer NADPH-Oxidase 
umfassend eine Polypeptidsequenz gemaS SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 

10, 12, 14, 16, 18, 20 Oder 22 durch Substitution, Insertion oder 
Deletion, haben eine Homologie von mindestens 50 %, bevorzugt 

15 mindestens 70 %, vorzugsweise mindestens 90 %, besonders bevor- 
zugt mindestens 95 %, ganz besonders bevorzugt mindestens 98 % 
zu einem Polypeptid umfassend eine Polypeptidsequenz gemaS 
SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 oder 22 und 
zeichnen sich durch die gleichen wesentlichen Eigenschaf ten 

20 wie diese aus . 

Funktionelle Aquivalente, abgeleitet einer eine Sequenz gemaS 
SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 oder 21 umfassenden 
NADPH-Oxidase Nukle ins aure sequenz durch Substitution, Insertion 
25 oder Deletion, haben eine Homologie von mindestens 50 %, bevor- 
zugt 70 %, vorzugsweise mindestens 90 %, besonders bevorzugt min- 
destens 95 %, ganz besonders bevorzugt mindestens 98 % zu einem 
der erf indungsgemaSen Polypeptid gemafi SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 

11, 13, 15, 17, 19 oder 21 und kodieren fur Polypeptide mit den 
30 gleichen wesentlichen Eigenschaf ten wie ein Polypeptide umfassend 

eine Sequenz gemaE SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 2 0 
oder 22. 

Auch die Durchmusterung von cDNA— oder genomischen-Bibliotheken 
35 anderer Organismen, bevorzugt von den weiter unten genannten 

als Wirt zur Transformation geeigneten Pf lanzenarten, unter Ver- 
wendung der unter SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 
oder 21 beschriebene Nukle ins aure sequenz en oder Teilen derselben 
als Sonde, ist ein dem Fachmann gelaufiges Verfahren, um Homologe 
40 in anderen Arte zu identif izieren. Dabei haben die von den 
Nukleinsauresequenzen gemaE SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 
15, 17, 19 oder 21 abgeleiteten Sonden eine Lange von mindestens 
20 bp, bevorzugt mindestens 50 bp, besonders bevorzugt mindestens 
100 bp, ganz besonders bevorzugt mindestens 200 bp, am meisten 
45 bevorzugt mindestens 400 bp. Fur die Durchmusterung der Biblio- 
theken kann auch ein zu den unter SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 
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13, 15, 17, 19 oder 21 beschriebenen Sequenzen komplementarer 
DNA-Strang eingesetzt werden. . 

Funktionelle Aquivalente umfasst DNA Sequenzen, die unter 
5 Standardbedingungen mit der durch SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, ; 
13, 15, 17, 19 oder 21 beschriebenen NADPH-Oxidase Nukleinsaure- 
sequenzen, der zu ihr komplementaren Nukleinsauresequenz oder 
teilen der vorgenannten hybridisieren und als vollstandige 
Sequenzen fur Proteine kodieren, die die gleichen wesentlichen 
10 Eigenschaf ten haben wie ein Polypeptide umfassend eine Sequenz 
gema£ SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 oder 22. 

"Standardhybridisierungsbedingungen" ist breit zu verstehen und 
meint stringent e als auch weniger stringente Hybridisierungs- 

15 bedingungen. Solche Hybridisierungsbedingungen sind unter anderem 
bei Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T et al., in Molecular 
Cloning (A Laboratory Manual), 2. Auflage, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, 1989, Seiten 9.31-9.57) oder in Current 
Protocols in Molecular Biology, John Wiley &Sons, N.Y. (1989) , 

20 6.3.1-6.3.6. beschrieben. 



Beispielhaft konnen die Bedingungen wahrend des Waschschrittes 
ausgewahlt se.in aus dem Bereich von Bedingungen begrenzt von 
solchen mit geringer Stringenz (mit ungefahr 2X SSC bei 50°C) und 

25 solchen mit hoher Stringenz (mit ungefahr 0.2X SSC bei 50°C bevor- 
zugt bei 65°C) (20X SSC: 0,3M Natriumcitrat , 3M NaCl, pH 7.0). 
Daruberhinaus kann die Temperatur wahrend des Waschschrittes von 
niedrig stringenten Bedingungen bei Raum temperatur , ungefahr 22°C, 
bis zu starker stringenten Bedingungen bei ungefahr 65°C angehoben 

30 werden. Beide Parameter, Salzkonzentration und Temperatur, konnen 
gleichzeitig variiert werden, auch kann einer der beiden Para- 
meter konstant gehalten und nur der andere variiert werden. 
Wahrend der Hybridisierung konnen auch denaturierende Agenzien 
wie zum Beispiel Formamid oder SDS eingesetzt werden. In Gegen- 

35 wart von 50% Formamid wird die Hybridisierung bevorzugt bei 42°C 
ausgefuhrt. Einige beispielhaf te Bedingungen fur Hybridisierung 
und Waschschritt sind infolge gegeben: 



(1) Hybridisierungbedingungen zum Beispiel aus nachf olgenden 
40 Bedingungen ausgewahlt sein: 

a) 4X SSC bei 65°C (mit - optional - 100 fig/ml denaturier- 
ter, fragmentierte Fischsperma-DNA) 

b) 6X SSC bei 45°C (mit - optional - 100 |lg/ml denaturier- 
45 ter, fragmentierte Fischsperma— DNA) , 

c) 6X SSC, 0,5 % SDS, 50 % Formamid bei 42°C (mit - optional 
- 100 fig/ml denatur ierter , fragmentierte Fischsperma-DNA) 
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5 



d) 



e) 
f ) 



4XSSC, 50 % Formamid bei 42°C (mit - optional - 100 |Lig/ml 
denaturierter, f ragmen tier te Fischsperma-DNA) 
2X oder 4X SSC bei 50°C (schwach stringente BecTIngung) > . 
30 bis 40 % Formamid, 2X oder 4X SSC bei 42°C (schwach 
stringente Bedingung) . 



(2) 



Waschschritte konnen zum Beispiel aus nachf olgenden 
Bedingungen ausgewahlt sein: 



10 



15 



a) 0,015 M NaCl/0,0015 M Natriumcitrat/0 , 1 % SDS bei 50°C. 

b) 0,1X SSC bei 65°C. 

c) 0,1X SSC, 0,5 % SDS bei 68°C. 

d) 0,1X SSC, 0,5 % SDS, 50 % Formamid bei 42°C. 

e) 0,2X SSC, 0,1 % SDS bei 42°C. 

f ) 2X SSC bei 65°C (schwach stringente Bedingung) . 



Die Vermi nderung der Expression eines NADPH-Oxidase-Proteins , der 
NADPH-Oxidase-Aktivitat oder der NADPH-Oxidase-Funktion kann auf 
vielfaltige Art und Weise realisiert werden. 



"Verminderung" oder "vermindern" ist im Zusammenhang mit einer 
NADPH -Oxidase, einer NADPH-Oxidase Aktivitat oder NADPH-Oxidase- 
Funktion weit auszulegen und umfasst die teilweise oder im we- 
sentlichen vollstandige, auf unterschiedliche zellbiologische 

25 Mechanismen beruhende Unterbindung oder Blockierung der Funktio- 
nalitat einer NADPH-Oxidase in einer Pf lanze oder einem davon 
abgeleiteten Teil, Gewebe, Organ, Zellen oder Samen. Eine Ver- 
minderung im Sinne der Erfindung umfasst auch eine mengenmafiige 
Verringerung einer NADPH-Oxidase bis hin zu einem im wesentlichen 

30 vollstandigen Fehlen der NADPH-Oxidase (d.h. fehlende Nachweis- 
barkeit von NADPH-Oxidase-Aktivitat bzw. NADPH-Oxidase-Funktion 
oder fehlende immunologische Nachweisbarkeit des NADPH-Oxidase- 
Proteins) . Dabei konnen einer oder mehrere essentielle Einheiten 
der NADPH-Oxidase vermindert werden. Dabei wird die Expression 

35 eines bestimmter NADPH-Oxidase oder die NADPH-Oxidase-Aktivitat 
bzw. NADPH-Oxidase-Funktion in einer Zelle oder einem Organismus 
bevorzugt urn mehr als 50 %, besonders bevorzugt urn mehr als 80 %, 
ganz besonders bevorzugt urn mehr als 90% vermindert. 

40 Erf indungsgemaS sind verschiedene Strategien zur Verminderung 
der Expression eines NADPH-Oxidase-Proteins , der NADPH-Oxidase- 
Aktivitat oder NADPH-Oxidase-Funktion umfasst. Beispielhaft 
- jedoch nicht einschrankend - seien zu nennen: 



20 



45 



WO 2004/009820 PCT/EP2003/007589 

a) Einbringen einer doppelstrangigen NADPH-Oxidase RNA-Nuklein- 
sauresequenz ( NAox— dsRNA ) Oder einer deren Expression gewahr- 
leistenden Expressionskassette oder ExpressionskalFsetten; 

5 b) Einbringen einer NADPH-Oxidase antisense-Nukleinsaure- 
sequenzen oder einer deren Expression gewahrleistenden 
Expressionskassette. Umfasst sind solche Verfahren, bei denen 
die antisense-Nukleinsaureseqpjenz gegen ein NADPH-Oxidase-Gen 
(also genomische DNA-Sequenzen) oder ein NADPH-Oxidase-Gen- 
10 transkript (also RNA-Sequenzen) gerichtet ist . Umfasst sind 

auch 

a-anomere Nukleinsauresequenzen . 

c) Einbringen einer NADPH-Oxidase antisense-Nukleinsaure- 
15 sequenzen kombiniert mit einem Ribozym oder einer deren 

Expression gewahrleistenden Expressionskassette 

d) Einbringen von NADPH-Oxidase sense-Nukleinsauresequenzen zur 
Induktion einer Kosuppression oder einer deren Expression 

20 gewahrleistenden Expressionskassette 

e) Einbringen DNA-oder Protein-bindende Faktoren gegen NADPH- 
Oxidase -Gene, -RNAs oder -Proteine oder einer deren 
Expression gewahrleistenden Expressionskassette 

25 

f ) Einbringen von den NADPH-Oxidase RNA-Abbau bewirkende virale 
Nukleinsauresequenzen und Expressionskonstrukten oder einer 
deren Expression gewahrleistenden Expressionskassette 

30 g) Einbringung von Konstrukten zur Induktion einer homologen 

Rekombination an endogenen NADPH-Oxidase-Genen beispielsweise 
zur Erzeugung von Knockout -Mutanten. 

h) Einfiihren von Mutationen in endogenen NADPH-Oxidase Gene 
35 zur Erzeugung eines Funktionsverlustes (z.B. Generierung 

von Stopp-Kodons, Verschiebungen im Leseraster etc.) 

Dabei kann jedes einzelne dieser Verfahren eine Verminderung 

der NADPH-Oxidase-Expression, NADPH-Oxidase-Aktivitat oder NADPH- 

40 Oxidase-Funktion im Sinne der Erfindung bewirken. Auch eine 
kombinierte Anwendung ist denkbar. Weitere Methoden sind dem 
Fachmann bekannt und konnen die Behinderung oder Unterbindung der 
Prozessierung des NADPH-Oxidase-Proteins , des Transports des 
NADPH-Oxidase-Proteins oder dessen mRNA, Hemmung der Ribosomen- 

45 anlagerung, Hemmung des RNA-Splei&ens, Induktion eines NADPH— 
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Oxidase-RNA abbauenden Enzyms und/oder Hemmung der Translations-, 
elongation oder -termination umfassen. 

Die einzelnen bevorzugten Verf ahren seien inf olge kurz 
5 beschrieben: 

a) Einbringung einer doppelstrangigen NADPH-Oxidase RNA-Nuklein- 
sauresequenz (NAox-dsRNA) 

10 Das Verf ahren der Genregulation mittels doppelstrangiger 
RNA ("double-stranded RNA interference"; dsRNAi ) ist viel- 
fach in tierischen und pflanzlichen Organismen beschrieben (z.B. 
Matzke MA et al . (2000) Plant Mol Biol 43:401-415; Fire A. et al 
(1998) Nature 391:806-811; WO 99/32619; WO 99/53050; WO 00/68374; 

15 WO 00/44914; WO 00/44895; WO 00/49035; WO 00/63364). Auf die 

in den angegebenen Zitaten beschriebenen Verfahren und Methoden 
wird ausdriicklich Bezug genommen. Eine effiziente Gensuppression 
kann auch bei transienter Expression oder nach transienter Trans- 
formation beispielsweise infolge einer biolistischen Trans- 

20 formation gezeigt werden (Schweizer P et al . (2000) Plant J 2 000 
24:895-903). dsRNAi— Verf ahren beruhen auf dem Phanomen, dass 
durch gleichzeitiges Einbringen von komplementaren Strang- und 
Gegenstrang eines Gentranskriptes eine hochef f iziente Unter- 
driickung der Expression des entsprechenden Gens bewirkt wird. 

25 Der bewirkte Phanotyp kommt dem einer entsprechenden knock-out 

Mutanten sehr ahnlich (Waterhouse PM et al. (1998) Proc Natl Acad 
Sci USA 95:13959-64). 

Das dsRNAi -Verfahren hat sich bei der Verminderung der NADPH— 
30 Oxidase-Expression als besonders effizient und vorteilhaft 

erwiesen. Wie u.a. in WO 99/32619 beschrieben sind dsRNAi-Ansatze 
klassischen antisense-Ansatzen deutlich uberlegen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung bezieht sich daher 
35 auf doppelstrangige RNA-Molekiile (dsRNA-Molekiile) , die bei Ein- 
fiihrung in eine Pflanze (oder eine davon abgeleitete Zelle, 
Gewebe, Organ oder Samen) die Verminderung eines NADPH-Oxidase 
bewirken. 

40 Das doppelstrangiges RNA-Molekxil zur Verminderung der Expression 
eines NADPH-Oxidase Proteins ist dadurch gekennzeichnet , dass 

a) einen w sense" -RNA-Strang umfassend mindestens eine Ribo- 
nukleotidsequenz , die im wesentlichen identisch ist zu 
45 zumindest einem Teil einer NADPH-Oxidase-Nukleinsauresequenz , 

und 
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b) einen W antisense''--:RNA--Strang, der zu dem RNA-sense-Strang 

unter a) im wesentlichen - bevorzugt vollstandig - kqmplemen" 
taren ist . ^ . 

5 In einer weiterhin bevorzugten Ausfuhrungsf orm umf asst das 
doppelstrangige RNA-Molekul zur Verminderung der Expression 
eines NADPH-Oxidase Proteins 



a) einen "sense"— RNA— Strang umfassend mindestens eine Ribo- 
10 nukleotidsequenz , die im wesentlichen identisch ist zu 

mindestens einem Teil des 11 sense ''-RNA-Transkriptes einer 
Nukleinsauresequenz kodierend fur ein NADPH-Oxidase Protein, 
und 

15 b) einen "antisense" -RNA-Strang , der zu dem RNA-sense-Strang 

unter a) im wesentlichen - bevorzugt vollstandig - komplemen- 
taren ist. 

In Bezug auf die doppelstrangigen RNA-Molekiile meint NADPH- 
20 Oxidase-Nukleinsauresequenz bevorzugt eine Sequenz umfassend 

eine Sequenz gema£ SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 
19 Oder 21. 



Im wesentlichen identisch* meint, dass die dsRNA Sequenz auch 
25 Insertionen, Deletionen sowie einzelne Punktmutationen im Ver- 
gleich zu der NADPH-Oxidase Zielsequenz oder einer funktionell 
aquivalenten Zielsequenz aufweisen kann und dennoch eine effi- 
zient Verminderung der Expression bewirken. Bevorzugt betragt die 
Homologie nach obiger Definition mindestens 75 %, bevorzugt min- 
30 destens 80 %, ganz besonders bevorzugt mindestens 90 % am meisten 
bevorzugt 100 % zwischen dem * sense "-Strang einer inhibit or ischen 
dsRNA und mindestens einem Teil des n sense" -RNA-Transkriptes 
einer Nukleinsauresequenz kodierend fur ein NADPH-Oxidase Protein 
oder ein f unktionelles Aquivalent desselben (bzw. zwischen 
35 dem "antisense" -Strang dem komplementaren Strang einer Nuklein- 
sauresequenz kodierend fiir ein NADPH-Oxidase Protein oder ein 
f unktionelles Aquivalent desselben) . 

Die Lange des Teilabschnittes betragt mindestens 10 Basen, 
40 bevorzugt mindestens 25 Basen, besonders bevorzugt mindestens 
50 Basen, ganz besonders bevorzugt mindestens 100 Basen, am 
meisten bevorzugt mindestens 200 Basen oder mindestens 3 00 Basen. 

Alternativ, kann eine vx im wesentlichen identische" dsRNA auch als 
45 Nukleinsauresequenz definiert werden, die befahigt ist, mit einem 
Teil eines Speicherprotein Gentranskriptes zu hybridisieren (z.B. 
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in 400 mM Nad, 40 mM PIPES pH 6,4, 1 mM EDTA bei 50°C oder 70°C 
fur 12 bis 16 h) . 

w Im wesentlichen komplement ar * meint, dass der "antisense"- 
5 RNA-Strang auch Insert ionen, Deletionen sowie einzelne Punkt- 
mutationen im Vergleich zu dem Komplement des u sense "-RNA- 
Stranges aufweisen kann. Bevorzugt betragt die Homologie min- 
destens 80 %, bevorzugt mindestens 90 %, ganz besonders bevorzugt 
mindestens 95 %, am meisten bevorzugt 100% zwischen dem M anti- 
10 sense" -RNA-Strang und dem Komplement des w sense " -RNA-Strangs . 

"Teil des xx sense "-RNA-Transkriptes" einer Nukleinsauresequenz 
kodierend fur ein NADPH-Oxidase Protein oder ein funktionelles 
Aquivalent desselben meint Fragmente einer RNA oder mRNA 

15 transkribiert von einer fur ein NADPH-Oxidase-Protein oder ein 
funktionelles Acjuivalent desselben kodierenden Nukleinsaure- 
sequenz, bevorzugt von ein em NADPH-Oxidase-Gen . Dabei haben die 
Fragmente bevorzugt eine Sequenzlange von mindestens 20 Basen, 
bevorzugt mindestens 50 Basen, besonders bevorzugt mindestens 

20 100 Basen, ganz besonders bevorzugt mindestens 200 Basen, am 
meisten bevorzugt mindestens 500 Basen. Umfasst ist auch die 
vollstandige transkribiert e RNA oder mRNA. 

Umfasst ist auch die Verwendung der erf indungsgemaEen dsRNA— 
25 Molekiile in den erf indungsgemaEen Verfahren zur Erzeugung einer 
Pathogenresistenz in Pflanzen. 

Die dsRNA kann aus einem oder mehr Strangen polymerisierter Ribo- 
nukleotide bestehen. Es konnen ferner Modif ikationen sowohl des 

30 Zucker-Phosphat-Gerustes als auch der Nukleoside vorliegen. Bei- 
spielsweise konnen die Phosphodiesterbindungen der naturlichen 
RNA dahingehend modifiziert sein, dass sie zumindest ein Stick- 
stoff oder Schwef el-Heteroatom umfassen. Basen konnen dahin- 
gehend modifiziert werden, dass die Aktivitat beispielsweise von 

35 Adenosindeaminase eingeschrankt wird. Solche und weitere Modi- 

fikationen sind weiter unten bei den Verfahren zur Stabilisierung 
von antisense-RNA beschrieben. 

Natiirlich konnen, um den gleichen Zweck zu erreichen, auch 
40 mehrere individuelle dsRNA Molekiile, die jeweils einen der oben 
definierten Ribonukleotidsequenzabschnitte umfassen, in die Zelle 
oder den Organismus eingebracht werden. 

Die dsRNA kann enzymatisch oder ganz oder teilweise chemisch- 
45 synthetisch hergestellt werden. 
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Die doppelstrangige dsRNA Struktur kann ausgehend von zwei 
komplementaren, separaten RNA-Strangen oder - bevorzugt - aus- 
gehend von einem einzelnen, selbstkomplementaren RNA-Strang 
gebildet werden. 

5 

Bei einem einzelnen, selbstkomplementaren Strang, konnen "sense"- 
und "antisense" -Sequenz durch eine verbindende Sequenz ("Linker") 
verknupft sein und beispielsweise eine Haarnadelstruktur aus- 
bilden. Bevorzugt kann die verbindende Sequenz ein Intron sein, 
10 das nach Synthese der dsRNA herausgesplei£t wird. 

Die Nukleinsauresequenz kodierend fur eine dsRNA kann weitere 
Elemente beinhalten, wie beispielsweise Transkriptions- 
terminationssignale oder Polyadenylierungssignale . 

15 

Sollen die zwei Strange der dsKNA in einer Zelle oder Pflanze 
zusammengebracht werden, so kann dies auf verschiedene Art 
geschehen : 

20 a) Transformation der Zelle oder Pflanze mit einem Vektor, der 
beide Expressionskassetten umfasst, 

b) Kotransformation der Zelle oder Pflanze mit zwei Vektoren, 
wobei der eine die Expressionskassetten mit 

25 dem * sense "-Strang, der andere die Expressionskassetten mit 

dem "antisense" -Strang umfasst . 

c) Kreuzung von zwei Pflanzen, die mit jeweils einem Vektor . 
transformiert wurden, wobei der eine die Expressionskassetten 

30 mit dem " sense "-Strang, der andere die Expressionskassetten 

mit dem " ant i sense ff -Strang umfasst. 

Die Bildung der RNA Duplex kann entweder auSerhalb der Zelle oder 
innerhalb derselben initiiert werden. Wie in WO 99/53 050 kann 

35 die dsRNA auch eine Haarnadelstruktur umfassen, indem "sense" - 
und "antisense" -Strang durch einen "Linker" (beispielsweise 
ein Intron) verbunden werden. Die selbstkomplementaren dsRNA— 
Strukturen sind bevorzugt, da sie lediglich. die Expression eines 
Konstruktes erfordern und die komplementaren Strange stets in 

40 einem aquimolaren Verhaltnis umfassen. 

Die Expressionskassetten kodierend fur den "antisense"- oder 
"sense "-Strang einer dsRNA oder fur den selbstkomplementaren- 
Strang der dsRJWA, werden bevorzugt in einen Vektor insert iert 
45 und mit den unten beschriebenen Verfahren stabil (beispiels- 
weise unter Verwendung von Selektionsmarkern) in das Genom 
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einer Pflanze insertiert , um eine dauerhafte Expression der dsRNA. 
zu gewahrleisten. 

Die dsRNA kann unter Verwendung einer Men'ge eingefuhrt werden, 
5 die zumindest ein Kopie pro Zelle ermoglicht. Hohere Mengen (z.B. J 
mindestens 5, 10, 100, 500 oder 1000 Kopien pro Zelle) konnen 
ggf . eine effizienter Verminderung bewirken. 

Wie bereits beschrieben, ist eine 100%ige Sequenzidentitat 

10 zwischen dsRNA und einem NADPH-Oxidase Gentranskript oder dem 

Gentranskript eines funktionell .aquivalenten Gens nicht zwingend 
erf orderlich, um eine ef fiziente Verminderung der NADPH-Oxidase 
Expression zu bewirken. Demzufolge besteht der Vorteil, dass das 
Verfahren tolerant ist gegeniiber Sequenzabweichungen, wie sie 

15 infolge genetischer Mutationen, Polymorphismen oder evolutionarer 
Divergenzen vorliegen konnen. So ist es beispielsweise moglich 
mit der dsRNA, die ausgehend von der NADPH-Oxidase Sequenz des 
einen Organismus generiert wurde, die NADPH-Oxidase Expression 
in einem anderen Organismus zu unterdrucken. Die hohe Sequenz - 

20 homologie zwischen den NADPH-Oxidase Sequenzen aus Reis, Mais und 
Gerste lasst auf einen hohen Konservierungsgrad dieses Proteins 
innerhalb von Pflanzen schlie£en, so dass die Expression einer 
dsRNA abgeleitet von einer der NADPH-Oxidase Sequenzen umfassend 
eine Sequenz gemafi SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 

25 oder 21 auch einen vorteilhaf ten Effekt in anderen Pf lanzenarten 
haben dxirf te . 

Auch ist es aufgrund der hohen Homologie zwischen den einzelnen 
NADPH-Oxidase-Prot einen und ihren funktionellen Aquivalenten mog- 

30 lich mit einer einzigen dsRNA, die ausgehend von einer bestimmten 
NADPH-Oxidase-Sequenz eines Organismus generiert wurde, die 
Expression weiterer homologer NADPH-Oxidase-Proteine und/oder 
deren f unktioneller Aquivalente des gleichen Organismus oder aber 
auch die Expression von NADPH-Oxidase-Proteinen in anderen ver- 

35 wandten Arten zu unterdrucken. Zu diesem Zweck umfasst die dsRNA 
bevorzugt Sequenzbereich von NADPH-Oxidase-Gentranskripten, 
die konservierten Bereichen entsprechen. Besagte konservierte 
Bereiche konnen aus Sequenzvergleichen leicht abgeleitet werden. 

40 Die dsRNA kann entweder in vivo oder in vitro synthetisiert 
werden. Dazu kann eine DNA-Sequenz kodierend fur eine dsRNA 
in eine Expressionskassette unter Kontrolle mindestens eines 
genetischen Kontrollelementes (wie beispielsweise Promotor, 
Enhancer, Silencer, Splice-Donor oder -Akzeptor, Poly- 

45 adenylierungssignal ) gebracht werden. Entsprechend vorteil- 
haf te Konstruktionen sind weiter unten beschrieben. Eine Poly- 
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adenylierung ist nicht erf orderlich, ebenso mussen keine Elemente 
zur Initiierung einer Translation vorhanden sein. 

Eine dsRNA kann chemisch oder enzymatisch synthetisiert werden. . 
5 Dazu konnen zellulare RMA Polymerasen oder Bakteriophagen RNA 

Polymerasen (wie z . B . T3-, T7- oder SP6 RNA-Polymerase) verwendet 
werden. Entsprechende Verfahren zu in vitro Expression von RNA 
sind beschrieben (WO 97/32016; US 5,593,874; US 5,698,425, 
US 5,712,135, US 5,789,214, US 5,804,693). Eine chemisch oder 

10 enzymatisch in vitro syntetisierte dsKNA kann vor der Einfiihrung 
in eine Zelle, Gewebe oder Organismus aus dem Reaktionsgemisch 
beispielsweise durch Extraktion, Prazipitation, Elektrophorese, 
Chromatographie oder Kombinationen dieser Verfahren ganz oder 
teilweise aufgereinigt werden. Die dsRNA kann unmittelbar in die 

15 Zelle eingefiihrt werden oder aber auch extrazellular (z.B. in den 
interstitialen Raum) appliziert werden. 

Bevorzugt wird die Pflanze jedoch stabil mit einem Expressions- 
konstrukt, das die Expression der dsRNA realisiert, transfor- 
20 miert. Entsprechende Verfahren sind weiter unten beschrieben. 

b) Einbr ingoing einer NADPH-Oxidase antisense-Nukleinsauresequenz 

Verfahren zur Suppression eines bestimmten Proteins durch Ver- 
25 hinderung der Akkumulation seiner mRNA durch die "antisense"- 

Technologie sind vielfach - auch in Pflanzen - beschrieben 

(Sheehy et al . (1988) Proc Natl Acad Sci USA 85: 8805-8809; 

US 4,801,340; Mol JN et al . (1990) FEBS Lett 268 ( 2 ): 427-430 ) . 

Das antisense Nukleinsauremolekul hybridisiert bzw. bindet mit 
30 der zellularen mRNA und/oder genomischen DNA kodierend fur das 

zu supprimierende NADPH-Oxidase-Zielprotein. Dadurch wird die 

Transkription und/oder Translation des Zielproteins unterdruckt . 

Die Hybrid! sierung kann auf konventionelle Art uber die Bildung 

einer stabilen Duplex oder - im Fall von genomischer DNA - durch 
35 Bindung des antisense Nukleinsauremolekul s mit der Duplex der 

genomischen DNA durch spezifische Wechselwirkung in der groSen 

Furche der DNA— Helix entstehen. 

Eine antisense Nukleinsauresequenz geeignet zur Verminderung 
40 eines NADPH-Oxidase-Proteins kann unter Verwendung der fur 
dieses Protein kodierenden Nukleinsauresequenz, beispiels- 
weise der Nukleinsauresequenz umfassend eine Sequenz gemaS 
SEQ ID NO: 1 , 3 , 5 , 7 , 9 , 11 , 13 , 15 , 17 , 19 oder 21, nach 
den Basenpaarregeln von Watson und Crick abgeleitet werden. 
45 Die antisense Nukleinsauresequenz kann zu der gesamten 

transkribierten mRNA des besagten Proteins komplementar sein, 
sich auf die kodierende Region beschranken oder nur aus einem 
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Oligonukleotid bestehen, das zu einem Teil der kodierenden oder 
nicht-kodierenden Sequenz der mRNA komplementar ist. So kann das; 
Oligonukleotid beispielsweise komplementar zu der Region sein, 
die den Translationsstart fur das besagte Protein umfasst. Anti- 
5 sense-Nukleinsauresequenzen konnen eine Lange von zum Beispiel 5, 
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 oder 50 Nukleotide haben, konnen 
aber auch langer sein und mindestens 100, 200, 500, 1000, 2000 
oder 5000 Nukleotide umfassen. Antisense-Nukleinsauresequenzen 
konnen rekombinant exprimiert oder chemisch bzw. enzymatisch 

10 unter Verwendung von dem Fachmann bekannten Verfahren syntheti- 
siert werden. Bei der cheiaischen Synthese konnen naturlich oder 
modifizierte Nukleotide verwendet werden. Modifizierte Nukleotide 
konnen der antisense Nukleinsauresequenz eine erhdhte bio- 
chemische Stabilitat verleihen und zu einer erhohten physikali- 

15 schen Stabilitat der Duplex gebildet aus antisense-Nukleinsaure- 
sequenz und sense-Zielsequenz fiihren. Verwendet werden konnen 
beispielsweise Phosphorothioatderivative und Acridin-substitierte 
Nukleotide wie 5-Fluorouracil , 5-Bromouracil, 5-Chlorouracil , 
5-Iodouracil, Hypoxanthin, Xanthin, 4-Acetylcytosin, 5-(Carboxy- 

20 hydroxy lmethyl ) uracil , 5~Carboxymethylaminomethyl-2~thiouridin, 
5-Carboxymethylaminomethyluracil , Dihydrouracil , (3-D-Galactosyl- 
queosin, Inosine, N6-Isopentenyladenin, 1-Methylguanin, 

1- Methylinosin, 2 , 2-Dimethylguanin, 2-Methyladenin, 2-Methyl- 
guanin, 3-Methylcytosin, 5-Methylcytosin, N6-Adenin, 7-Methyl- 

25 guanin, 5-Methylaminomethyluracil , 5-Methoxyaminomethyl-2-thio- 
uracil , p-D-mannosylqueosin, 5 ' -Methoxycarboxymethyluracil , 
5-Methoxyuracil , 2 -Methyl thio-N6~isopentenyladenin, Uracil- 
5-oxyessigsaure, Pseudouracil , Queosine, 2-Thiocytosin, 5-Methyl- 

2- thiouracil , 2-Thiouracil , 4-Thiouracil , 5-Methyluracil , 
30 Uracil-5-oxyessigsauremethylester , Uracil-5-oxyessigsaure , 

5-Methyl- 2-thiouracil, 3- ( 3 -Amino-3-N-2-carboxypropyl) uracil 
und 2 , 6 -Di aminopur in . 

In einer weiteren bevorzugten Aus fiihrungs form kann die Expression 
35 eines NADPH-Oxidase-Proteins durch Nukleotidsequenzen inhibiert 
werden, die komplementar zu der regulatorischen Region eines 
NADPH-Oxidase-Gens (z.B. einem NADPH-Oxidase Promoter und/ oder 
Enhancer) sind und triple-helikale Strukturen mit der dortigen 
DNA-Doppelhelix ausbilden, so dass die Transkription des NADPH- 
40 Oxidase-Gens vermindert wird. Entsprechende Verfahren sind 
beschrieben (Helene C (1991) Anticancer Drug Res 6(6):569-84; 
Helene C et al. (1992) Ann NY Acad Sci 660:27-36; Maher LJ (1992) 
Bioassays 14 (12) : 807-815) . 

45 In einer weiteren Ausf uhrungsf orm kann das antisense Nuklein- 
sauremolekul eine oe-anomere Nukleinsaure sein. Derartige 
OC-anomere Nukleinsauremolekule bilden spezifische doppel- 
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strangige Hybride mit komplementarer RNA in denen - im Unter- 
schied zu den konventionellen |3-Nukleinsauren - die beideri Strange 
parallel zueinander verlaufen (Gautier C et al . (I98"Tp- Nucleic 
Acids Res 15:6625-6641). Das antisense Nukleinsauremolekiil kann - 
5 ferner auch 2 ' -O-Methylribonukleotide (Inoue et al. (1987) 
Nucleic Acids Res 15:6131-6148) oder chimare RNA-DNA Analoge 
beinhalten (Inoue et al. (1987) FEBS Lett 215:327-330). 

c) Einbringung einer NADPH-Oxidase antisense-Nukleinsauresequenz 
10 kombiniert mit einem Ribozym 

Vorteilhaft kann die oben beschriebene antisense-Strategie mit 
einem Ribozym-Verf ahren gekoppelt werden. Katalytische RNA— Mole - 
kiile oder Ribozyme konnen an jede beliebige Ziel-RNA angepasst 

15 werden und spalten das Phosphodiester— Geriist an spezif ischen 
Positionen, wodurch die Ziel-RNA funktionell deaktiviert wird 
(Tanner NK (1999) FEMS Microbiol Rev 23 (3) : 25.7-275) . Das Ribozym 
wird dadurch nicht selber modifiziert, sondern ist in der Lage, 
weitere Ziel-RNA-Molekiile analog zu spalten, wodurch es die 

20 Eigenschaf ten eines Enzyms erhalt . Der Einbau von Ribozym- 
sequenzen in w antisense"-RNAs verleiht eben diesen w anti- 
sense"-RNAs diese enzymahnliche, RNA-spaltende Eigenschaf t und 
steigert so deren Effizienz bei der Inaktivierung der Ziel-RNA. 
Die Herstellung und Verwendung entsprechender Ribozym-" ant i- 

25 sense "-RNA-Molekiile ist beispielsweise beschrieben bei Haseloff 
et al. (1988) Nature 334:585-591. 

Auf diese Art konnen Ribozyme (z.B. * Hammerhead "-Ribozyme; Hasel- 
hoff und Gerlach (1988) Nature 334:585-591) verwendet werden, urn 

30 die mRNA eines zu supprimierenden Enzyms - z.B. NADPH-Oxidase — 
katalytisch zu spalten und die Translation zu verhindern . Die 
Ribozym-Technologie kann die Effizienz einer antisense-Strategie 
erhohen. Verf ahren zur Expression von Ribozymen zur Verminderung 
bestimmter Proteine sind beschrieben in (EP 0 291 533, EP 0 321 

35 201, EP 0 360 257) . In pflanzlichen Zellen ist eine Ribozym- 
Expression ebenfalls beschrieben (Steinecke P et al . (1992) 
EMBO J 11(4) :1525-1530; de Feyter R et al . (1996) Mol Gen Genet. 
250 (3 ): 329-338) . Geeignete Zielsecjuenzen und Ribozyme konnen 
zum Beispiel wie bei "Steinecke P, Ribozymes, Methods in Cell 

40 Biology 50, Galbraith et al . eds, Academic Press, Inc. (1995), 
S. 449-460" beschrieben, durch Sekundarstrukturberechnungen von 
Ribozym- und Ziel-RNA sowie durch deren Interaktion bestimmt 
werden (Bayley CC et al. (1992) Plant Mol Biol. 18 (2 ): 353-361 ; 
Lloyd AM and Davis RW et al . (1994) Mol Gen Genet. 

45 242 ( 6) : 653-657) . Beispielsweise konnen Derivate der Tetrahymena 
L.-19 IVS RNA konstruiert werden, die komplementare Bereiche zu 
der mRNA des zu supprimierenden NADPH-Oxidase Proteins aufweisen 
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(siehe auch US 4,987,071 und US 5,116,742). Alternatiy konnen 
solche Ribozyme auch tiber einen Selektionsprozess aus einer - :i 
Bibliothek diverser Ribozyme .identif iziert werden (BarEel D und 
Szostak JW (1993) Science 261:1411-1418); 

5 

d) Einbringung einer NADPH-Oxidase sense-Nukleinsauresequenz zur 
Induktion eines Kosuppression 



Die Expression einer NADPH-Oxidase Nukleinsauresequenz in sense- 
10 Orientierung kann zu einer Kosuppression des entsprechenden homo- 
logen, endogenen Gens fiihren. Die Expression von sense-RKfA mit 
Homologie zu einem endogenen Gen kann die Expression desselben 
vermindem oder ausschalten , ahnlich wie es fur antisense 
Ansatze beschrieben wurde (Jorgensen et al . (1996) Plant Mol 
15 Biol 31(5) :957-973; Goring et al . (1991) Proc Natl Acad Sci USA 
88:1770-1774; Smith et al . (1990) Mol Gen Genet 224:447-481; 
Napoli et al. (1990) Plant Cell 2:279-289; Van der Krol et al . 
(1990) Plant Cell 2:291-99). Dabei kann das eingefiihrte Konstrukt 
das zu vermindernde , homologe Gen ganz oder nur teilweise 
20 representieren. Die Moglichkeit zur Translation ist nicht 
erf orderlich. Die Anwendung dieser Technologie auf Pflanzen 
ist beispielsweise beschrieben bei Napoli et al. (1990) The 
Plant Cell 2: 279-289 und in US 5,034,323. 

25 Bevorzugt wird die Kosuppression unter Verwendung einer Sequenz 
realisiert, die im wesentlichen identisch ist zu zumindest einem 
Teil der Nukleinsauresequenz kodierend fur ein NADPH-Oxidase- 
Protein oder ein funktionelles Aquiyalent desselben, beispiels- 
weise der Nukleinsauresequenz umfassend eine Sequenz gemaS 

30 SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 oder 21 . 



e) Einbringung DNA-oder Protein-bindende Faktoren gegen NADPH- 
Oxidase Gene, -RNAs oder Proteine 



35 Eine Verminderung einer NADPH-Oxidase Genexpression ist auch mit 
spezifischen DNA-bindenden Faktoren z.B. mit Faktoren vom Typus 
der Zinkf ingertranskriptionsf aktoren moglich. Diese Faktoren 
lagern sich an die genomische Sequenz des endogenen Zielgens, 
bevorzugt in den regulatorischen Bereichen, an und bewirken 

40 eine Repression des endogenen Gens . Die Verwendung eines solchen 
Verfahrens ermoglicht die Verminderung der Expression eines endo- 
genen NADPH-Oxidase Gens, ohne dass dessen Sequenz gentechnisch 
manipuliert werden muss. Entsprechende Verfahren zur Herstellung 
entsprechender Faktoren sind beschrieben (Dreier B et al. (2001) 

45 J Biol Chem 276 (31) : 29466-78 ; Dreier B et al . (2000) J Mol 
Biol 303 (4) :489-502; Beerli RR et al . (2000) Proc Natl Acad 
Sci USA 97 (4) :1495-1500; Beerli RR et al . (2000) J Biol Chem 
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275 (42) :32617-32627; Segal DJ and Barbas CF 3rd. (2000) Curr 
Opin Chem Biol 4(l):34-39; Kang JS and Kim JS (2000) J Biol Chem - : 
275 (12) :8742-8748; Beerli RR-et al. (1998) Proc Natl ^6ad Sci USA 
95 (25) :14628- 14633; Kim JS et al . (1997) Proc Natl Acad Sci USA v 
5 94(8):3616 -3620; Klug A (1999) J Mol Biol 293 (2 ): 215-218 ; Tsai ; 
SY et al. (1998) Adv Drug Deliv Rev 30 (1-3) :23-31; Mapp AK et al. 
(2000) Proc Natl Acad Sci USA 97 (8) :3930-3935; Sharrocks AD 
et al. (1997) Int J Biochem Cell Biol 29 (12) : 1371-1387 ; Zhang L 
et al. (2000) J Biol Chem 275 (43 ): 33850-33860) . 

10 

Die Selektion dieser Faktoren kann unter Verwendung eines 
beliebigen Stuckes eines NADPH-Oxidase-Gens erfolgen. Bevorzugt 
liegt dieser Abschnitt im Bereich der Promotorregion. Fur eine 
Genunterdruckung kann er aber auch im Bereich der kodierenden 

15 Exons oder Introns liegen. Die entsprechenden Abschnitte sind 
fur den Fachmann mittels Datenbankabfrage aus der Genbank oder 
- ausgehend von einer NADPH-Oxidase cDNA, deren Gen nicht in der 
Genbank vorhanden ist, durch Durchmusterung einer genomischen 
Bibliothek nach korrespondierenden genomischen Klonen erhaltlich. 

20 Die dazu erf or der lichen Verfahren sind dem Fachmann gelaufig. 

Ferner konnen Faktoren in eine Zelle eingebracht werden, die das 
NADPH-Oxidase Zielprotein selber inhibieren. Die proteinbindenden 
Faktoren konnen z.B. Aptamere (Famulok M und Mayer G (1999) Curr 

25 Top Microbiol Immunol 243:123-36) oder Antikorper bzw. Anti- 

korperfragmente oder einzelkettige Antikorper sein. Die Gewinnung 
dieser Faktoren ist beschrieben und dem Fachmann bekannt . Bei- 
spielsweise wurde ein cytoplasmatischer scFv Antikorper ein- 
gesetzt, urn die Aktivitat des Phytochrom A Proteins in gen- 

30 technisch veranderten Tabakpf lanzen zu modulieren (Owen M et al. 
(1992) Biotechnology (N Y) 10 (7 ): 790-794 ; Franken E et al . (1997) 
Curr Opin Biotechnol 8 (4) :411-416 ; Whitelam (1996) Trend Plant 
Sci 1:286-272) . 

35 Die Genexpression kann auch durch maSgeschneiderte, nieder- 
molekulare synthetische Verbindungen unterdruckt werden, bei- 
spielsweise vom Polyamid-Typ (Dervan PB und Burli RW (1999) 
Current Opinion in Chemical Biology 3:688-693; Gottesfeld 
JM et al. (2000) Gene Expr 9 (1-2) : 77-91) . Diese Oligomere 

40 bestehen aus den Bausteinen 3- (Dimethylamino)propylamin, 

N-Methyl-3-hydroxypyrrol, N-Methylimidazol und N-Methylpyrrole 
und konnen an jedes Stuck doppelstrangiger DNA so angepasst 
werden, dass sie secjuenzspezif isch in die gro&e Furche binden 
und die Expression der dortigen Genesequenzen blockieren. Ent- 

45 sprechende Verfahren sind beschrieben (siehe unter anderem Bremer 
RE et al. (2001) Bioorg Med Chem. 9(8) : 2093-103; Ansari AZ et al . 
(2001) Chem Biol. 8(6):583-92; Gottesfeld JM et al . (2001) J Mol 
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Biol. 309(3) :615-29; Wurtz NR et al. (2001) Org Lett 3 (8) : 1201-3.; 
Wang CC et al. (2001) Bioorg Med Chem 9(3):653-7; Urbach AR und 
Dervan PB (2001) Proc Natl Aaad Sci USA 98 ( 8 ) : 4343-8 •; : "Chiang SY- 
et al. (2000) J Biol Chem. 275 (32 ): 24246-54 ) . 

5 

f ) Einbringung von den NADPH-Oxidase RNA-Abbau bewirkenden 
viralen Nukleinsauresequenzen und Expressionskonstrukten 

Die NADPH-Oxidase Expression kann effektiv auch durch Induktion 
10 des spezifischen NADPH-Oxidase RNA-Abbaus durch die Pflanze 
mit Hilfe eines viralen Expressionssystems (Amplikon) (Angell, 
SM et al. (1999) Plant J. 20 (3) :357-362) realisiert werden. 
Diese Systeme - auch als "VIGS" (viral induced gene silencing) 
bezeichnet - bringen Nukleinsaureseuqnzen mit Homologie zu den 
15 zu supprimierenden Transkripten mittels viraler Vektoren in die 
Pflanze ein. Die Transkription wird sodann - vermutlich raediiert 
durch pflanzliche Abwehrmechanismen gegen Viren - abgeschaltet . 
Entsprechende Techniken und Verfahren sind beschrieben (Ratcliff 
F et al. (2001) Plant J 25 (2 ): 237-45 ; Fagard M und Vaucheret H 
20 (2000) Plant Mol Biol 43 ( 2-3 ): 285-93 ; Anandalakshmi R et al . 
(1998) Proc Natl Acad Sci USA 95 (22 ): 13079-84 ; Ruiz MT (1998) 
Plant Cell 10(6): 937-46). 

g) Einbringung von Konstrukten zur Induktion einer homologen 
25 Rekombination an endogenen NADPH-Oxidase-Genen beispiels- 

weise zur Erzeugung von Knockout-Mutant en. 

Zur Herstellung einfes homolog rekombinanten Organismus mit 
verminderter NADPH-Oxidase-Aktivitat verwendet man beispiels- 

30 weise ein Nukleinsaurekonstrukt , das zumindest einen Teil eines 
endogenen NADPH-Oxidase Gens enthalt, das durch eine Deletion, 
Addition oder Substitution mindestens eines Nukleotids so 
verandert wird, so dass die Funktionalitat vermindert oder 
ganzlich aufgehoben wird. Die Veranderung kann auch die 

35 regulativen Elemente (z.B. den Promotor) des Gens betreffen, 
so dass die kodierende Sequenz unverandert bleibt, eine 
Expression (Transkription und/oder Translation) jedoch unter- 
bleibt und vermindert wird. 

40 Bei der konventionellen homologen Rekombination ist die ver- 
andert e Region an ihrem 5 ' - und 3 ' -Ende von weiteren Nuklein- 
sauresequenzen flankiert, die eine ausreichende Lange fur die 
Ermoglichung der Rekombination aufweisen miissen. Die Lange liegt 
in der Regel in einem Bereich von mehreren einhundert Basen 

45 bis zu mehreren Kilobasen (Thomas KR und Capecchi MR (1987) 
Cell 51:503; Strepp et al . (1998) Proc Natl Acad Sci USA 
95(8) :4368-4373). Fur die homologe Rekombination wird der Wirts- 
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organismus - zum Beispiel eine Pflanze ~ mit dem Rekombinations- 
konstrukt unter Verwendung der unten beschriebenen Verfahren 
trans f ormiert und erf olgreich rekombinierte Klone unter" Ver- . 
wendung zum Beispiel einer Antibiotika- oder Herbizidresistenz 
5 selektioniert . 

Homologe Rekombination ist ein relativ seltenes Ereignis 

in hdheren Eukaryoten, vor allem in Pflanzen. Zufallige Inte- 

grationen in das Wirtsgenom tiberwiegen. Eine Moglichkeit die 

10 zufallig integrierten Sequenzen zu entfernen und so Zellklone mit 
einer korrekten homologen Rekombination anzureichern, besteht in 
der Verwendung eines sequenzspezif ischen Rekombinat ions systems 
wie in US 6,110,736 beschrieben, durch welche unspezifisch 
integrierte Sequenzen wieder deletiert werden konnen, was die 

15 Selektion erfolgreich liber homologe Rekombination integrierter 
Ereignisse erleichtert. Eine Vielzahl von sequenzspezif ischen 
Rekombinationssystemen kann verwendet werden, beispielhaft sind 
das Cre/lox- System des Bacteriophagen PI, das FLP/FRT System der 
Hefe, die Gin Rekombinase des Mu Phagen, die Pin Rekombinase aus 

20 E. coli und das R/RS System des pSRl Plasmids genannt . Bevorzugt 
sind das Bacteriophagen Pi Cre/lox und das Hefe FLP/FRT System. 
Das FLP/FRT und cre/lox Rekombinasesystem wurde bereits in 
pflanzlichen Systemen angewendet (Odell et al . (1990) Mol 
Gen Genet 223: 369-378) 

25 

h) Einfuhrung von Mutationen in endogene NADPH-Oxidase Gene 
zur Erzeugung eines Funktionsverlustes (z.B. Generierung 
von Stopp-Kodons , Verschiebungen im Leseraster etc.) 

30 Weitere geeignete Methoden zur Verminderung der NADPH-Oxidase- 

Aktivitat sind die Einfuhrung von Nonsense-Mutationen in endogene 
NADPH-Oxidase Gene zum Beispiel mittels Einfuhrung von R1SIA/DNA- 
Oligonukleotiden in die Pflanze (Zhu et al. (2000) Nat Biotechnol 
18 (5) :555-558) sowie die Generierung von Knockout -Mutant en mit 

35 Hilfe von z.B. T-DNA-Mutagenese (Koncz et al . (1992) Plant Mol 
Biol 20(5)1963-976), ENU— (N— Ethyl— N— nit rosoharns toff ) - Muta- 
genese oder homolger Rekombination (Hohn B und Puchta (1999) 
H Proc Natl Acad Sci USA 96:8321-8323.)- Punktmutationen konnen 
auch mittels DNA-RNA Hybriden erzeugt werden, die auch als 

40 "chimeraplasty" bekannt sind (Cole-Strauss et al . (1999) Nucl 
Acids Res 27 (5) : 1323-1330; Kmiec (1999) Gene therapy American 
Scientist 87 (3 ): 240-247) . 

Die Methoden der dsRNAi, der Kosuppression mittels sense-RNA 
43 und der W VIGS" ("virus induced gene silencing") werden auch als 
"post-transcriptional gene silencing" (PTGS) bezeichnet . PTGS- 
Verfahren wie auch die Verminderung der NADPH-Oxidase-Funktion 
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oder Aktivitat mit dominant -negativen NADPH-Oxidase-Varianten 
sind besonders vorteilhaft, weil die Anf orderungen an die. Homo- ..; 1 
logie zwischen dem zu supprimierenden endogenem Gen und der 
transgen exprimierten sense- oder dsRNA-Nukleinsauresequenz 
5 (bzw. zwischen dem endogenen Gen und seiner dominant-negativen 
Variante) geringer sind als beispielsweise bei einem klassischen 
antisense-Ansatz . Entsprechende Homologie-Kriterien sind bei 
der Beschreibung des dsRNAI-Verf ahrens genannt und allgemein fur 
PTGS-Verf ahren oder dominant -negative Ansatze ubertragbar. Auf- 

10 grund der hohen Homologie zwischen den NADPH-Oxidase-Proteinen 

aus Mais, Reis und Gerste kann auf einen hohen Konservierungsgrad 
dieses Protein bei Pflanzen geschlossen werden. So kann man vor- 
aussichtlich unter Verwendung der NADPH-Oxidase-Nukleinsaure- 
sequenzen aus Gerste, Mais oder Reis auch die Expression von 

15 homologen NADPH-Oxidase-Proteinen in anderen Arten ef fektiv 

supprimieren, ohne dass die Isolierung und Strukturauf klarung der 
dort vorkommenden NADPH-Oxidase-Homologen zwingend erforderlich 
ware. Dies erleichtert erheblich den Arbeits auf wand. Analog kann 
man voraussichtlich auch unter Verwendung von dominant-negativen 

20 Varianten eines NADPH-Oxidase-Proteins aus Reis, Mais oder Gerste 
die Funktion/Aktivitat seines Homologs in anderen Pf lanzenarten 
ef fektiv vermindern oder unter drucken . 

Alle Substanzen und Verbindungen die direkt oder indirekt eine 
25 Verminderung der Proteinmenge, RNA-Menge, Genaktivitat oder 
Proteinaktivitat eines NADPH-Oxidase-Proteins bewirken, seien 
infolge unter der Bezeictmung n anti-NADPH-Oxidase" -Verbindungen 
zusammengef asst . Der Begriff n anti-NADPH-Oxidase"-Verbindung 
schlieSt explizit die in den oben beschriebenen Verfahren zum 
30 Einsatz kommenden Nukleinsauresequenzen, Peptide, Proteine oder 
andere Faktoren ein. 

^Einbringung" umfasst im Rahmen der Erfindung alle Verfahren, die 
dazu geeignet eine n anti— NADPH-Oxidase"-Verbindung, direkt oder 

35 indirekt, in eine Pflanze oder eine Zelle, Kompartiment , Gewebe, 
Organ oder Samen derselben einzuf iihren oder dort zu generieren. 
Direkte und indirekte Verfahren sind umfasst. Die Einbringung 
kann zu einer vorubergehenden (transienten) Prasenz einer "anti- 
NADPH-Oxidase"-Verbindung (beispielsweise einer dsRNA) fuhren 

40 oder aber auch zu einer dauerhaften (stabilen) . 

Gema£ der unterschiedlicben Natur der oben beschriebenen 
Ansatze kann die u anti-NADPH-Oxidase"-Verbindung ihre Funktion 
direkt ausuben (zum Beispiel durch Insertion in ein endogenes 
45 NADPH-Oxidase Gen) . Die Funktion kann aber auch indirekt nach 
Transkription in eine RNA (zum Beispiel bei antisense Ansatzen) 
oder nach Transkription und Translation in ein Protein 
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(z.B. Bindungsf aktoren) ausgeubt werden. Sowohl direkte als 
auch indirekt wirkende "anti-NADPH-Oxidase''-Verbindungen . 
sind erf indungsgemaS umfasst.- 

5 Einfuhren umf asst beispielsweise Verfahren wie Transf ektion, 
Transduktion oder Transformation. 

"Anti-NADPH-Oxidase" Verbindungen umfasst somit beispielsweise 
auch rekombinante Expressionskonstrukte , die eine Expression 
10 (d-h. Transkription und ggf. Translation) beispielsweise einer 
NADPH— Oxidase— dsRNA oder einer NADPH-Oxidase "antisense"-RNA - 
bevorzugt in einer Pflanze oder einem Teil, Gewebe, Organ oder 
Samen derselben - bedingen. 

15 In besagten Expressionskonstrukten steht ein Nukleinsauremolekiil , 
dessen Expression (Transkription und ggf. Translation) eine 
"anti-NADPH-Oxidase"-Verbindung generiert, bevorzugt in funktio- 
neller Verknxipfung mit mindestens einem genetischen Kontroll- 
element (beispielsweise einem Promotor) , das eine Expression 

20 in einem Organismus, bevorzugt in Pflanzen, gewahrleistet . 

Soil das Expressionskonstrukt direkt in die Pflanze eingefuhrt 
und die w anti-NADPH-Oxidase"-Verbindung (beispielsweise die 
NADPH-Oxidase dsRNA) dort in plantae erzeugt werden, so sind 
pf lanzenspezif ische genetische Kontrollelemente (beispiels- 

25 weise Promotoren) bevorzugt. Die n anti -NADPH-Oxidase "-Verbindung 
kann jedoch auch in anderen Organismen oder in vitro erzeugt 
und dann in die Pflanze eingebracht werden (wie in Beispiel 6 
und 7 beschrieben) . In diesem sind all prokaryotischen oder 
eukaryotischen genetischen Kontrollelemente (beispielsweise 

30 Promotoren) bevorzugt, die die Expression in den jeweils fur 
die Herstellung gewahlten Organismus erlauben. 

Unter einer f unktionellen Verknxipfung versteht man zum Beispiel 
die sequentielle Anordnung eines Promotors mit der zu expri- 

35 mierenden Nukleinsauresequenz (zum Beispiel einer xx ant i -NAox-Ver - 
bindung) und ggf. weiterer regulativer Elemente wie zum Beispiel 
einem Terminator derart, dass jedes der regulativen Elemente 
seine Funktion bei der transgenen Expression der Nukleinsaure- 
sequenz, je nach Anordnung der Nukleinsauresequenzen zu sense 

40 oder anti-sense RNA, erfiillen kann. Dazu ist nicht unbedingt eine 
direkte Verknupfung im chemischen Sinne erf orderlich. Genetische 
Kontrollsequenzen, wie zum Beispiel Enhancer-Sequenzen, konnen 
ihre Funktion auch von weiter entfernten Positionen oder gar 
von anderen DNA-Molekulen aus auf die Zielsequenz ausuben. Bevor- 

45 zugt sind Anordnungen, in denen die transgen zu exprimierende 

Nukleinsauresequenz hinter der als Promoter fungierenden Sequenz 
positioniert wird, so dass beide Sequenzen kovalent miteinander 
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verbunden sind. Bevorzugt ist dabei der Abstand zwiscjien der 
Promotorsequenz und der transgen zu exprimierende Nuklein- 
sauresequenz geringer als 200 Basenpaare, besonders bevbrzugt. 
kleiner als 100 Basenpaare, ganz besonders bevorzugt kleiner 
5 als 50 Basenpaare. 

Die Herstellung einer funktionellen Verkniipfung als auch die 
Herstellung einer Expressionskassette kann mittels gangiger 
Rekombinations- und Klonierungstechniken realisiert werden, 

10 wie sie beispielsweise in Maniatis T, Fritsch EF und Sambrook J 
(1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor (NY) , in Silhavy TJ, Berman ML 
und Enquist LW (1984) Experiments with Gene Fusions, Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor (NY), in Ausubel FM et al . 

15 (1987) Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing 
Assoc. and Wiley Interscience und bei Gelvin et al. (1990) In: 
Plant Molecular Biology Manual beschrieben sind. Zwischen beide 
Sequenzen konnen aber auch weitere Sequenzen positioniert werden, 
die zum Beispiel die Funktion eines Linkers mit bestimmten 

20 Restriktionsenzymschnittstellen oder eines Signalpeptides haben.. 
Auch kann die Insertion von Sequenzen zur Expression von Fusions- 
proteinen fuhren. Bevorzugt kann die Expressionskassette, be- 
stehend aus einer Verkniipfung von Promoter und zu exprimierender 
Nukleinsauresequenz, integriert in einem Vektor vorliegen und 

25 durch zum Beispiel Transformation in ein pflanzliches Genom 
insertiert werden. 

Unter einer Expressionskassette sind aber auch solche Kon- 
struktionen zu verstehen, bei denen ein Promoter - zum Beispiel 

30 durch eine homologe Rekombination - hinter ein endogenes NADPH- 
Oxidase-Gen platziert wird, und durch Expression einer antisense 
NADPH-Oxidas e-RNA die erf indungsgemaSe Verminderung eines NADPH- 
Oxidase-Proteins bewirkt wird. Analog kann auch eine "anti-NADPH- 
Oxidase 77 Verbindung (zum Beispiel eine Nukleinsauresequenz 

35 kodierend fur eines NADPH-Oxidase dsRNA oder eine NADPH-Oxidase 
antisense RNA) derart hinter einen endogenen Promotor platziert 
werden, dass der gleiche Effekt auftritt. Beide Ansatze fuhren 
zu Expressionskassetten im Sinne der Erfindung. 

40 Pf lanzenspezif ische Promotoren meint grundsatzlich jeden 

Promotor, der die Expression von Genen, insbesondere Fremdgenen, 
in Pflanzen oder Pf lanzenteilen, -zellen, -geweben, -kulturen 
steuern kann. Dabei kann die Expression beispielsweise 
konstitutiv, induzierbar oder entwicklungsabhangig sein. 



WO 2004/009820 




PCT/EP2003/007589 



Bevorzugt sind: 

a) Konstitutive Promotoren T : - 

5 Bevorzugt sind Vektoren, die eine konstitutive Expression 

in Pflanzen ermoglichen (Benfey et al.(1989) EMBO J 8:2195-2202). 
"Konstitutiver" Promotor meint solche Promotoren, die eine 
Expression in zahlreichen, bevorzugt alien, Geweben uber einen 
groEeren Zeitraum der Pf lanzenentwicklung, bevorzugt zu alien 

10 Zeitpunkten der Pf lanzenentwicklung, gewahrleisten. Vorzugsweise 
verwendet man insbesondere einen. pflanzlichen Promotor oder einen 
Promotor, der einem Pf lanzenvirus entstammt. Insbesondere bevor- 
zugt ist der Promotor des 35S-Transkriptes des CaMV Blumenkohl- 
mosaikvirus (Franck et al . (1980) Cell 21:285-294; Odell et al. 

15 (1985) Nature 313:810-812; Shewmaker et al. (1985) Virology 
140:281-288; Gardner et al . (1986) Plant Mol Biol 6:221- 228) 
oder der 19S CaMV Promotor (US 5,352,605; WO 84/02913; Benfey 
et al. (1989) EMBO J 8:2195-2202). Ein weiterer geeigneter 
konstitutiver Promotor ist der "Rubisco small subunit (SSU) "- 

20 Promotor (US 4,962,028), der LeguminB- Promotor (GenBank Acc.-Nr. 
X03677) , der Promotor der Nopalinsynthase aus Agrobacterium, 
der TR-Doppelpromotor , der OCS (Octopin Synthase) Promotor aus 
Agrobacterium, der Ubiquitin Promotor (Holtorf S et. al. (1995) 
Plant Mol Biol 29:637-649), den Ubiquitin 1 Promotor (Christensen 

25 et al. (1992) Plant Mol Biol 18:675-689; Bruce et al. (1989) Proc 
Natl Acad Sci USA 86:9692-9696), den Smas Promotor, den Cinnamyl- 
alkoholdebydrogenase-Promotor (US 5,683,439), die Promotoren der 
ATPase Untereinheiten oder der Promotor eines prolinreichen 
Proteins aus Weizen (WO 91/13991), sowie weitere Promotoren von 

30 Genen, deren konstitutive Expression in Pflanzen dem Fachmann 
bekannt ist. Als konstitutiver Promotor insbesondere bevorzugt 
ist der Promotor des Nitrilase-1 (nitl) Gens aus A', thaliana 
(GenBank Acc.-No.: Y07648.2, Nukleotide 2456-4340, Hillebrand 
et al. (1996) Gene 170:197-200). 

35 

b) Gewebespezif ische Promotoren 

Bevorzugt sind ferner Promotoren mit Spezifitaten fur die 
Antheren, Ovarien, Bluten, Blatter, Stengel, Wurzeln und Samen. 

40 

Samenspez if ische Promotoren umfassen zum Beispiel den Promotor 
des Phaseolins (US 5,504,200; Bustos MM et al . (1989) Plant Cell 
1 (9) :839-53) , des 2S Albumins (Joseffson LG et al . (1987) J Biol 
Cbem 262:12196-12201), des Legumins (Shirsat A et al . (1989) 
45 Mol Gen Genet 215(2): 326-331), des USP (unknown seed protein; 
Baumlein H et al . (1991) Mol Gen Genet 225 ( 3 ): 459-67 ) , des Napin 
(US 5,608,152; Stalberg K et al . (1996) L Planta 199:515-519), 
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des Saccharosebindeproteins (WO 00/26388), des Legumin B4 (LeB4 ; 
Baumlein H et al. (1991) Mol Gen Genet 225: 121-128; Baeumlein - 
et al. (1992) Plant Journal 2(2):233-9; Fiedler U et al' (1995) 
Biotechnology (NY) 13 (10) : 1090f ) , des Oleosin aus Arabidopsis 
5 (WO 98/454.61) und des Bce4 aus Brassica (WO 91/13980) . Weitere 
geeignete saitienspezif ische Promotoren sind die der Gene kodierend 
fur das "High Molecular Weight Glutenin" (HMWG) , Gliadin, Ver- 
zweigungsenzym, ADP Glucose Pyrophosphatase (AGPase) oder die 
Starkesynthase . Bevorzugt sind ferner Promotoren, die eine samen- 

10 spezif ische Expression in Monokotyledonen wie Mais, Gerste, 
Weizen, Roggen, Reis etc. erlauben. Vorteilhaft eingesetzt 
werden konnen der Promoter des lpt2- oder Iptl-Gen (WO 95/15389, 
WO 95/23230) oder die Promotoren beschrieben in WO 99/16890 
(Promotoren des Hordein-Gens , des Glutelin-Gens, des Oryzin-Gens, 

15 des Prolamin-Gens , des Gliadin-Gens , des Glutelin-Gens, des 
Zein-Gens, des Kasirin-Gens oder des Secalin-Gens) . 

Knollen-, Speicherwurzel- oder Wurzel-spezif ische Promotoren 
umfassen beispielsweise den Patatin Promotor Klasse I (B33) und 
20 den Promotor des Cathepsin D Inhibitors aus Kartof f el . 

Blattspezif ische Promotoren umfassen beispielsweise den Promotor 
der cytosolischen FBPase aus Kartof f el (WO 97/05900) , den SSU 
Promotor (small subunit) der Rubisco (Ribulose-1 , 5-bisphosphat- 
25 carboxylase) oder den ST-LSI Promotor aus Kartof f el (Stockhaus 
et al. (1989) EMBO J 8:2445-2451) . Ganz besonders bevorzugt sind 
Epidermis-spezif ische Promotoren, wie beispielsweise der Promotor 
des OXLP-Gens ( "Oxalat-Oxidase like protein"; Wei et al. (1998) 
Plant Mol. Biol. 36:101-112). 

30 

Bliitenspezif ische Promotoren umfassen beispielsweise den Phytoen 
Synthase Promotor (WO 92/16635) oder den Promotor des P-rr Gens 
(WO 98/22593) . 

35 Antheren-spezif ische Promotoren umfassen beispielsweise den 

5126-Promotor (US 5,689,049, US 5,689,051), den glob-1 Promotor 
und den y-Zein Promotor. 

c) Chemisch induzierbare Promotoren 

40 

Die Expressionskassetten konnen auch einen chemisch induzierbaren 
Promotor enthalten (Ubersichtsartikel : Gatz et al . (1997) Annu 
Rev Plant Physiol Plant Mol Biol 48:89-108), durch den die 
Expression des exogenen Gens in der Pflanze zu einem bestimmten 
45 Zeitpunkt gesteuert werden kann. Beispielhaft seien zu nennen 

der PRP1 Promotor (Ward et al . (1993) Plant Mol Biol 22:361-366), 
ein durch Salicylsaure induzierbarer Promotor (WO 95/19443), ein 
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durch Benzolsulfonamid-induzierbarer Promotor (EP 0 388 186) , 
ein durch Tetrazyklin-induzierbarer Promotor (Gatz et al. (1992X, 
Plant J 2:397-404), ein durch Abscisinsaure induzierbafer 
Promotor (EP 0 335 528) bzw. ein durch Ethanol- oder Cyclo- 
5 hexanon-induzierbarer Promotor (WO 93/21334). 

d) Stress- oder Pathogen- induzier bare Promotoren 

Ferner sind Promotoren bevorzugt, die durch biotischen oder 
10 abiotischen Stress induziert werden wie beispielsweise der patho- 
gen-induzierbare Promotor des PRPl-Gens (bzw. gstl Promotor) z.B. 
aus Kartoffel (WO 96/28561; Ward et al. (1993) Plant Mol Biol 
22:361- 366), der hitzeinduzierbare hsp70- oder hsp80-Promoter 
aus Tomate (US 5,187,267), der kalte induzier are alpha-Amylase 
15 Promoter aus der Kartoffel (WO 96/12814) oder der licht-induzier- 
bare PPDK Promotor. Weitere pathogen- induzierbare Promotoren urn- 
fassen den Flachs Fisl-Promotor (WO 96/34949), den Vstl-Promotor 
(Schubert et al. (1997) Plant Mol Biol 34:417-426) sowie den EAS4 
Sesquiterpene-Cyclase-Promotor aus Tabak (US 6,100,451). 

20 

Pathogen-induzierbare Promotoren umfassen ferner die Promotoren 
von Genen, die infolge eines Pathogenbef alls induziert werden, 
wie beispielsweise Promotoren der Gene von PR-Proteinen, SAR— 
Proteinen, (5-1, 3-Glucanase, Chitinase usw. (beispielsweise Redolfi 

25 et al. (1983) Neth J Plant Pathol 89:245-254; Uknes , et al . 
(1992) Plant Cell 4:645-656; Van Loon (1985) Plant Mol Viral 
4:111-116; Marineau et al . (1987) Plant Mol Biol 9:335-342; 
Matton et al . (1987) Molecular Plant -Microbe Interactions 
2:325-342; Somssich et al . (1986) Proc Natl Acad Sci USA 

30 83:2427-2430; Somssich et al . (1988) Mol Gen Genetics 2:93-98; 

Chen et al . (1996) Plant J 10:955-966; Zhang and Sing (1994) Proc 
Natl Acad Sci USA 91:2507-2511; Warner, et al . (1993) Plant J 
3:191-201; Siebertz et al. (1989) Plant Cell 1:961-968(1989). 

35 Urafasst sind auch verwundungs-induzierbare Promotoren wie 

der des pinll Gens (EP-A 0 375 091; Ryan (199 0) Ann Rev Phytopath 
28:425-449; Duan et al . (1996) Nat Biotech 14:494-498), des wunl- 
und wun2-Gens (US 5,428,148), des winl- und win2-Gens (Stanford 
et al. (1989) Mol Gen Genet 215:200-208), des Systemin-Gens 

40 (McGurl et al . (1992) Science 225:1570-1573), des WIPl-Gens 
(Rohmeier et al . (1993) Plant Mol Biol 22:783-792; Eckelkamp 
et al. (1993) FEBS Letters 323:73-76), des MPI-Gens (Corderok 
et al. (1994) Plant J 6 (2) :141-150) und dergleichen. 

45 Eine Quelle fur weitere pathogen-induzierbare Promotoren 

stellt die PR-Genf amilie dar. Eine Reihe von Elementen in diesen 
Promotoren haben sich als vorteilhaft erwiesen. So vermittelt die 
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Region -364 bis -288 im Promotor von PR-2d Salicylat-Spezif itat 
(Buchel et al . (1996) Plant Mol Biol 30, 493-504). DiejSequenz l;" 
5 ' — TCATCTTCTT— 3 ' taucht im Promotor der Gersten ^-1 , 3 -Glue anas e 
und in mehr als 30 weiteren stress-induzierten Genen wiederholt 
5 auf. Diese Region bindet in Tabak ein nukleares Protein, dessen 
Abundanz durch Salicylat erhoht wird. Die PR-l-Promotoren aus 
Tabak und Arabidopsis (EP-A 0 332 104, WO 98/03536) eignen sich 
ebenfalls als pathogen-induzierbare Promotoren. Bevorzugt, da 
besonders spezifisch durch Pathogen-induziert , sind die "acidic 

10 PR-5 "-(aPR5) -Promotoren aus Gerste (Schweizer et al . (1997) 

Plant Physiol 114:79-88) und Weizen (Rebmann et al . (1991) Plant 
Mol Biol 16:329-331). aPR5-Proteine akkumulieren in ca. 4 bis 
6 Stunden nach Pathogenbef all und zeigen nur eine sehr geringe 
Hintergrundsexpression (WO 99/66057) . Ein Ansatz, urn eine erhohte 

15 pathogen-induzierte Spezifitat zu erreichen, bildet die Her- 

stellung synthetischer Promotoren aus Kombinationen von bekannten 
pathogen-responsiven Elementen (Rushton et al. (2002) Plant 
Cell 14, 749-762; WO 00/01830; WO 99/66057). Weitere pathogen- 
induzierbare Promotoren aus verschiedenen Art en sind dem 

20 Fachmann bekannt (EP-A 1 165 794; EP-A 1 062 356; EP-A 1 041 148; 
EP-A 1 032 684; 

e) Entwicklungsabhangige Promotoren 

25 Weitere geeignete Promotoren sind beispielsweise f ruchtreif ungs- 
spezifische Promotoren, wie beispielsweise der f ruchtreif ungs— 
spezifische Promotor aus Tomate (WO 94/21794, EP 409 625). Ent- 
wicklungsabhangige Promotoren schliefet zum Teil die gewebe- 
spezifischen Promotoren ein, da die Ausbildung einzelner Gewebe 

30 naturgemafi entwicklungsabhangig erfolgt. 

Besonders bevorzugt sind konstitutive, sowie Blatt und/oder 
Stengel— spezifische, pathogen-induzierbare und epidermis- 
spezifische Promotoren, wobei pathogen- induzierbar und epidermis- 
35 spezifische Promotoren am meisten bevorzugt sind. 

Es konnen femer weitere Promotoren funktionell mit der 
zu exprimierenden Nukleinsauresequenz verknupft sein, die 
eine Expression in weiteren Pf lanzengeweben oder in anderen 
40 Organismen, wie zum Beispiel E.coli Bakterien ermoglichen. Als 
Pflanzen Promotoren kommen im Prinzip alle oben beschriebenen 
Promotoren in Frage . 

Die in den erfindungsgemaSen Expressionskassetten oder Vektoren 
45 enthaltenen Nukleinsauresequenzen konnen mit weiteren genetischen 
Kontrollsequenzen neben einem Promoter funktionell verknupft 
sein. Der Begriff der genetischen Kontrollsequenzen ist breit 



,WO 2004/009820 




PCTYEP2003/007589 



zu verstelien und meint all solche Sequenzen, die einen Einfluss 
auf das Zustandekommen oder die Funktion der erf indungsgemaiSen 
Expressionskassette haben. Genetische Kontrollsequenzen mddi- 
fizieren zum Beispiel die Transkription und Translation in 
5 prokaryotischen oder eukaryotischen Organismen. Vorzugsweise 
umfassen die erf indungsgemafien Expressionskassetten S'-strom- 
auf warts von der jeweiligen transgen zu exprimierenden Nuklein- 
sauresequenz den Promoter mit Spezif itat fur die embryonale 
Epidermis und/oder die Bliite und 3 ' -stromabwarts eine Terminator- 
10 sequenz als zusatzliche genetische Kontrollsequenz , sowie 

gegebenenf alls weitere ubliche regulative Elemente, und zwar 
jeweils funktionell verknupft mit der transgen zu exprimierenden 
Nukleinsauresequenz . 

15 Genetische Kontrollsequenzen umfassen auch weitere Promotoren, 
Promotorelemente oder Minimalpr omotor en , die die expressions- 
steuernden Eigenschaf ten modif izieren konnen. So kann durch 
genetische Kontrollsequenzen zum Beispiel die gewebespezif ische 
Expression zusatzlich abhangig von bestimmten Stressf aktoren 

20 erfolgen. Entsprechende Element e sind zum Beispiel fur Wasser- 
stress, Abscisinsaure (Lam E und Chua NH, J Biol Chem 1991; 
. 266(26): 17131 -17135) und Hitzestress (Schoffl F et al . , Mole- 
cular Sc General Genetics 217 (2-3 ): 246-53 , 1989) beschrieben. 

25 Prinzipiell konnen alle natiirlichen Promotoren mit ihren 

Regulationssequenzen wie die oben genannten fur das erfindungs- 
gemaSe Verfahren verwendet werden. Dariiberhinaus konnen auch 
synthetische Promotoren vorteilhaft verwendet werden. 

30 Genetische Kontrollsequenzen umfassen ferner auch die 5 ' -untrans- 
latierte Regionen, Introns oder nichtkodierende 3 '-Region von 
Genen wie beipielsweise das Actin-1 Intron, oder die Adhl-S 
Introns 1, 2 und 6 (allgemein: The Maize Handbook, Chapter 116, 
Freeling and Walbot, Eds., Springer, New York (1994)). Es ist 

35 gezeigt worden, dass diese eine signifikante Funktionen bei der 
Regulation der Genexpression spielen konnen. So wurde gezeigt, 
dass 5'-untranslatierte Sequenzen die transiente Expression 
heterologer Gene verstarken konnen. Beispielhaft fur Trans - 
lationsverstarker sei die 5 ' -Leadersequenz aus dem Tabak- 

40 Mosaik-Virus zu nennen (Gallie et al . (1987) Nucl Acids Res 
15:8693-8711) und dergleichen. Sie konnen ferner die Gewebs- 
spezifitat fordern (Rouster J et al. (1998) Plant J 15:435-440). 

Die Expressionskassette kann vorteilhaf terweise eine oder mehrere 
45 sogenannte "enhancer Sequenzen" funktionell verkniipft mit dem 
Promoter enthalten, die eine erhohte transgene Expression der 
Nukleinsauresequenz ermoglichen. Auch am 3 ' -Ende der transgen 
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zu exprimierenden Nukleinsauresequenzen konnen zusatzliche vor- 
teilhafte Sequenzen inseriert werden, wie weitere regulatorische 
Elemente oder Terminator en. Die transgen zu exprimierencien : 
Nukleinsauresequenzen konnen in einer oder mehreren Kopien im 
5 Genkonstrukt enthalten sein. 

Als Kontrollsequenzen geeignete Polyadenylierungssignale sind 
pflanzliche Polyadenylierungssignale, vorzugsweise solche, die 
im wesentlichen T-DNA Polyadenylierungssignale aus AgrobactBrium 
10 tumefaciens, insbesondere des Gens 3 der T-DNA (Octopin Synthase) 
des Ti-Plasmids pTiACHS entsprechen (Gielen et al . (1984) EMBO J 
3:835 ff) Oder funktionelle Aquivalente davon. Beispiele fur 
besonders geeignete Terminatorsequenzen sind der OCS (Octopin- 
Synthase) -Terminator und der NOS (Nopalin-Synthase) -Terminator . 

15 

Als Kontrollsequenzen sind weiterhin solche zu verstehen, die 
eine homologe Rekombination bzw. Insertion in das Genom eines 
Wirtsorganismus ermoglichen oder die Entfernung aus dem Genom 
erlauben. Bei der homologen Rekombination kann zum Beispiel der 

20 naturliche Promoter eines bestimmten Gens gegen einen Promoter 
mit Spezifitat fur die embryonale Epidermis und/oder die Blute 
ausgetauscht werden. Methoden wie die cre/lox-Technologie er- 
lauben eine gewebespezif ische, unter Umstanden induzierbare Ent- 
fernung der Expressionskassette aus dem Genom des Wirtsorganismus 

25 (Sauer B (1998) Methods. 14 (4) :381-92) . Hier werden bestimmte 

flankierende Sequenzen dem Zielgen angefugt (lox-Sequenzen) , die 
spater eine Entfernung mittels der cre-Rekombinase ermoglichen. 

Eine Expressionskassetten und die von ihr abgeleiteten 
30 Vektoren konnen weitere Funktionselemente enthalten. Der 

Begriff Funkt ions element ist breit zu verstehen und meint all 
solche Elemente, die einen Einfluss auf Herstellung, Vermehrung 
oder Funktion der erf indungsgema£en Expressionskassetten, 
Vektoren oder transgenen Organismen haben. Beispielhaft aber 
35 nicht einschrankend seien zu nennen: 

a) Selektionsmarker, die eine Resistenz gegen einen Metabolis- 
musinhibitor wie 2~Desoxyglucose-6-phosphat (WO 98/45456), 
Antibiotika oder Biozide, bevorzugt Herbizide, wie zum 

40 Beispiel Kanamycin, G 418, Bleomycin, Hygromycin, oder 

Phosphinotricin etc. verleihen. Besonders bevorzugte 
Selektionsmarker sind solche die eine Resistenz gegen Herbi- 
zide verleihen. Beispielhaft seien genannt: DNA Sequenzen, 
die fur Phosphinothricinacetyltransf erasen (PAT) kodieren und 

4$ Glutaminsynthaseinhibitoren inaktivieren (bar und pat Gen) , 

5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphatsynthasegene ( EPSP Synthase- 
gene), die eine Resistenz gegen Glyphosat® (N- (phosphono- 
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methyl )glycin) verleihen ; das ftir das Glyphosat® cLegra- 
dierende Enzyme kodierende gox Gen { Glyphosat oxidoreduktase X , 
das deh Gen (kodierend fur eine Dehalogenase , die Dalapon 
inaktiviert) , Sulfonylurea- und Utiidazolinon inaktivierende 
5 Acetolactatsynthasen sowie bxn Gene, die fur Bromoxynil 

degradierende Nitrilaseenzyme kodieren, das aasa-Gen, das 
eine Resistenz gegen das Antibiotikum Apectinomycin ver- 
leih, das Streptomycinphosphotransf erase (SPT) Gen, das 
eine Resistenz gegen Streptomycin gewahrt, das Neomycin- 

10 phosphotransferas (NPTII) Gen, das eine Resistenz gegen 

Kanamycin oder Geneticidin verleiht, das Hygromycinphospho- 
transferase (HPT) Gen, das eine Resistenz gegen Hygromycin 
vermittelt, das Acetolactatsynthas Gen (ALS) , das eine 
Resistenz gegen Sulf onylharnstof f -Herbizide verleiht 

15 (z .B. mutierte ALS-Var i an t en mit z.B. der S4 und/oder 

Hra Mutation) . 

b) Repor tergene , die fur leicht quantif izierbare Proteine 
kodieren und uber Eigenfarbe oder Enzymaktivitat eine 

20 Bewertung der Transf ormationsef f izienz oder des Expressions- 

ortes oder -zeitpunktes gewahrleisten. Ganz besonders 
bevorzugt sind dabei Reporter-Proteine (Schenborn E, Gros- 
kreutz D. Mol Biotechnol. 1999; 13(l):29-44) wie das n green 
fluorescence protein" (GFP) (Sheen et al.(1995) Plant Journal 

25 8(5) :777-784; Haseloff et al.(1997) Proc Natl Acad Sci USA 

94 (6) :2122-2127; Reichel et al.(1996) Proc Natl Acad Sci 
USA 93 (12) :5888-5893; Tian et al. (1997) Plant Cell Rep 
16:267-271; WO 97/41228; Chui WL et al. (1996) Curr Biol 
6:325-330; Leffel SM et al . (1997) Biotechniques . 

30 23 (5) :912-8) , die Chloramphenicoltransf erase , eine Luziferase 

(Ow et al. (1986) Science 234:856-859; Millar et al . (1992) 
Plant Mol Biol Rep 10:324-414), das Aequoringen (Prasher 
et al. (1985) Biochem Biophys Res Commun 126 (3 ): 1259-1268) , 
die p-Galactosidase, R-Locus Gen (kodieren ein Protein, das 

35 die Produktion von Anthocyaninpigmenten (rote Farbung) in 

pflanzlichen Gewebe reguliert und so eine direkte Analyse der 
Promotoraktivitat ohne Zugabe zusatzlicher Hilfsstoffe oder 
chromogener Substrate ermoglicht; Dellaporta et al., In: 
Chromosome Structure and Function: Impact of New Concepts, 

40 18th Stadler Genetics Symposium, 11:263-282, 1988), ganz be- 

sonders bevorzugt ist die ^-Glucuronidase (Jefferson et al., 
EMBO J. 1987, 6, 3901-3907). 

c) Replikationsursprunge, die eine Vermehrung der erfindungs- 
45 gemaSen Expressionskassetten oder Vektoren in zum Beispiel 

E.coli gewahrleisten. Beispielhaft seien genannt ORI (origin 
of DNA replication) , der pBR322 ori oder der P15A ori 
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(Sambrook et al . : Molecular Cloning. A Laboratory;. Manual, 
2 nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring ' 
Harbor, NY, 1989). - ^ 

5 d) Elemente, die fur eine Agrobakterium vermittelte Pflanzen- 
trans formation erforderlich sind, wie zum Beispiel die 
rechte oder linke Begrenzung der T-DNA oder die vir-Region. 

Die Einfuhrung einer erf indungsgemaL&en Expressionskassette in 
10 einen Organismus oder Zellen, Geweben, Organe, Teile bzw. Samen 
desselben (bevorzugt in Pflanzen bzw. pflanzliche Zellen, Gewebe, 
Organe, Teile oder Samen) , kann vorteilhaft unter Verwendung von 
Vektoren realisiert werden, in denen die Expressionskassetten 
enthalten sind. Die Expressionskassette kann in den Vektor (zum 
15 Beispiel ein Plasmid) uber eine geeignete Restriktionsschnitt- 
stelle eingefuhrt werden. Das entstandene Plasmid wird zunachst 
in E.coli eingefuhrt. Korrekt transf ormierte E.coli werden 
selektioniert , gezuchtet und das rekombinante Plasmid mit dem 
Fachmann gelaufigen Methoden gewormen. Restriktionsanalyse 
20 und Sequenzierung konnen dazu dienen, den Klonierungsschritt 
zu uberprufen. 

Vektoren konnen beispielhaf t Plasmide, Cosmide, Phagen, Viren 
oder auch Agrobacterien sein. In einer vorteilhaf ten Ausfuhrungs- 
25 form wird die Einfuhrung der Expressionskassette mittels Plasmid- 
vektoren realisiert. Bevorzugt sind solche Vektoren, die eine 
stabile Integration der Expressionskassette in das Wirtsgenom 
ermoglichen. 

30 Die Herstellung eines transf ormierten Organismus (bzw. einer 
transf ormier ten Zelle oder Gewebes) erfordert, dass die ent- 
sprechende DNA, .RNA oder Protein in die entsprechende Wirts- 
zelle eingebracht wird. 

35 Fur diesen Vorgang, der als Transformation (oder Transduktion 
bzw. Transf ektion) bezeichnet wird, steht eine Vielzahl von 
Methoden zur Verfugung (Keown et al. (1990) Methods in Enzymology 
185:527-537). So kann die DNA oder RNA beispielhaf t direkt durch 
Mikroinj ektion oder durch Bombardierung mit DNA-beschichteten 

40 Mikropartikeln eingefuhrt werden. Auch kann die Zelle chemisch, 
zum Beispiel mit Polyethylenglycol , permeabilisiert werden, so 
dass die DNA durch Diffusion in die Zelle gelangen kann. Die DNA 
kann auch durch Protoplastenf usion mit anderen DNA-enthaltenden 
Einheiten wie Minicells, Zellen, Lysosoraen oder Liposomen er- 

45 folgen. Elektroporation ist eine weitere geeignete Methode zur 
Einfuhrung von DNA, bei der die Zellen reversibel durch einen 
elektrischen Impuls permeabilisert werden. Entsprechende Ver- 
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fahren sind beschrieben (beispielsweise bei Bilang et.al. (1991) 
Gene 100:247-250,- Scheid et al. (1991) Mol Gen Genet 228: 104-112.; 
Guerche et al. (1987) Plant Science 52:111-116; Neuhaus6 et al . 
(1987) Theor Appl Genet 75:30-36; Klein et al . (1987) Nature 
5 327:70-73 ; Howell et al . (1980) Science 208:1265; Horsch 
et al.(1985) Science 227:1229-1231 ; DeBlock et al. (1989) 
Plant Physiology 91:694-701; Methods for Plant Molecular Biology 
(Weissbach and Weissbach, eds . ) Academic Press Inc. (1988); and 
Methods in Plant Molecular Biology (Schuler and Zielinski, eds.) 
10 Academic Press Inc. (1989)). 

Bei Pflanzen werden dabei die beschriebenen Methoden zur Trans- 
formation und Regeneration von Pflanzen aus Pf lanzengeweben oder 
Pf lanzenzellen zur transienten oder stabilen Transformation 

15 genutzt . Geeignete Methoden sind vor allem die Protoplasten- 
trans format! on durch Polyethylenglykol-induzierte DNA-Auf nahme , 
das biolistische Ver fahren mit der Genkanone, die sogenannte 
^particle bombardment " Methode, die Elektroporation, die 
Inkubation trockener Embryonen in DNA-haltiger Losung und 

20 die Mikroinjektion. 

Neben diesen "direkten" Trans format ions techniken kann eine Trans- 
formation auch durch bakterielle Infektion mittels Agrobacterium 
tumefaciens oder Agrobacterium rhizogenes durchgefuhrt werden. 
25 Die Agrobacterium-vermittelte Transformation ist am besten fur 
dicotyledone Pf lanzenzellen geeignet. Die Verfahren sind bei- 
spielsweise beschrieben bei Horsch RB et al . (1985) Science 225: 
1229f ) . 

30 Werden Agrobacterien verwendet, so ist die Expressionskassette 
in spezielle Plasmide zu integrieren, entweder in einen Zwischen- 
vektor (englisch: shuttle or intermediate vector) oder einen 
binaren Vektor. Wird ein Ti oder Ri Plasmid zur Transformation 
verwendet werden soli, ist zumindest die rechte Begrenzung, 

35 meistens jedoch die rechte und die linke Begrenzung der Ti oder 
Ri Plasmid T-DNA als flankierende Region mit der einzuf uhrenden 
Expressionskassette verbunden. 

Bevorzugt werden binare Vektoren verwendet. Binare Vektoren 
40 konnen sowohl in E.coli als auch in Agrobacterium replizieren. 
Sie enthalten in der Regel ein Selektionsmarkergen zur Selektion 
trans formierter pflanzlicher Organismen (s.o.) und einen Linker 
oder Polylinker flankiert von der rechten und linken T-DNA 
Begrenzungssequenz . Sie konnen direkt in Agrobacterium 
45* trans formiert werden (Holsters et al . (1978) Mol Gen Genet 
163:181-187) . AuiSerhalb der T-DNA Region konnen Elemente wie 
ein Selektionsmarkergen zur Selektion transf ormierter Agro- 
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bakteria oder E.coli (z.B. nptlll) umfasst sein. Das in diesem 
Fall als Wirtsorganismus fungierende Agrobacterium sollte bereit£ 
ein Plasmid mit der vir-Region en thai ten. Diese ist ftir die Uber-^ 
tragung der T-DNA auf die pflanzliche Zelle erf orderlich- Ein 
5 so trans formiertes Agrobacterium kann zur Transformation pflanz- 
licher Zellen verwendet werden. Die Verwendung von T-DNA zur 
Transformation pflanzlicher Zellen ist intensiv untersucht und 
beschrieben (EP 120 516; Hoekeroa, In: The Binary Plant Vector 
System, Of f setdrukkeri j Kanters B.V. , Alblasserdam, Chapter V; 
10 An et al. (1985) EMBO J 4:277-287). Verschiedene binare Vektoren 
sind bekannt und teilweise kommerziell erhaltlich wie zum Bei- 
spiel pBI101.2 oder pBIN19 (Clontech Laboratories, Inc. USA). 

Weitere zur Expression in Pflanzen geeignet Promotoren sind 
15 beschrieben (Rogers et al. (1987) Meth in Enzymol 153:253-277; 
. Scbardl et al. (1987) Gene 61:1-11; Berger et al . (1989) Proc 
Natl Acad Sci USA 86:8402-8406). 

Direkte Transf ormationstechniken eignen sich fur jeden Organismus 
20 und Zelltyp eignen. 

Im Falle von Injektion oder Elektroporation von DNA bzw. 
RNA in pf lanzliche Zellen sind keine besonderen Anf orderungen 
an das verwendete Plasmid gestellt. Einfache Plasmide wie die 
25 der pUC-Reihe konnen verwendet werden. Sollen vollstandige 

Pflanzen aus den transf ormierten Zellen regeneriert werden, so 
ist er erf orderlich, das sich auf dem Plasmid ein zusatzliches 
selektionierbares Markergen bef indet . 

30 Stabil transf ormierte Zellen d.h. solche, die die eingefuhrte 
DNA integriert in die DNA der Wirtszelle enthalten, konnen von 
untransf ormierten selektioniert werden, wenn ein selektionier- 
barer Marker Bestandteil der eingefiihrten DNA ist. Als Marker 
kann beispielhaft jedes Gen fungieren, dass eine Resistenz 

35 gegen ein Biozid (zum Beispiel ein Antibiotikum, Herbizid 

oder ein Metabolismus inhibit or wie 2-Desoxyglucose-6-phosphat 
WO 98/45456) verleiht { s . o . ) . Transf ormierte Zellen, die ein 
solches Markergen exprimieren, sind in der Lage, in der Gegen- 
wart von Konzentrationen eines entsprechenden Antibiotikums oder 

40 Herbizides zu uberleben, die einen untransf ormierten Wildtyp ab- 
toten. Beispiel sind oben genannt und umfassen bevorzugt das bar 
Gen, dass Resistenz gegen das Herbizid Phosphinotricin verleiht 
(Rathore KS et al . (1993) Plant Mol Biol 21 (5) : 871-884) , das 
nptll Gen, dass Resistenz gegen Kanamycin verleiht, das hpt Gen, 

45 das Resistenz gegen Hygromycin verleiht, oder das EPSP-Gen, das 
Resistenz gegen das Herbizid Glyphosat verleiht. Der Selektions- 
marker erlaubt die Selektion von transf ormierten Zellen von 
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untransformierten (McCormick et al . (1986) Plant Cell Reports 
5:81-84). Die erhaltenen Pflanzen konnen in ublicher Weise. ge- 1; 
ziichtet und gekreuzt werden. Zwei oder mehr Generationen sollten 
kultiviert werden, um sicherzustellen, dass die genomische Inte- 
5 gration stabil und vererblich ist. 

Die oben genannten Verfahren sind beispielsweise beschrieben in 
Jenes B et al.(1993) Techniques for Gene Transfer, in: Transgenic 
Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, herausgegeben von 

10 SD Kung und R Wu, Academic Press, S. 128-143 sowie in Potrykus 
(1991) Annu Rev Plant Physiol Plant Molec Biol 42:205-225) . Vor- 
zugsweise wird das zu exprimierende Konstrukt in einen Vektor 
kloniert, der geeignet ist, Agrobacterium tumefaciens zu trans- 
formieren, beispielsweise pBinl9 (Bevan et al . (1984) Nucl Acids 

15 Res 12:8711f ) . 

Sobald eine transf ormierte Pf lanzenzelle hergestellt wurde, kann 
eine vollstandige Pflanze unter Verwendung von dem Fachmann be- 
kannten Verfahren erhalten werden. Hierbei geht man beispielhaft 
20 von Kalluskulturen aus. Aus diesen noch undif f erenzierten Zell- 
massen kann die Bildung von Spross und Wurzel in bekannter Weise 
induziert werden. Die erhaltenen Sprosslinge konnen ausgepflanzt 
und geziichtet werden. 

25 Dem Fachmann sind such Verfahren bekannt, um aus Pf lanzenzellen, 
Pf lanzenteile und ganze Pflanzen zu regenerieren. Beispielsweise 
werden hierzu Verfahren beschrieben von Fennell et al . (1992) 
Plant Cell Rep. 11: 567-570; Stoeger et al (1995) Plant Cell 
Rep. 14:273-278; Jahne et al . (1994) Theor Appl Genet 89:525-533 

30 verwendet. 

Das erf indungsgemafce Verfahren kann vorteilhaft mit weiteren Ver- 
fahren die eine Pathogenresistenz (beispielsweise gegen Insekten, 
Pilze, Bakterien, Nematoden etc.), Stressresistenz oder eine 
35 andere Verbesserung der pf lanzlichen Eigenschaf ten bewirken 

kombiniert werden. Beispiele sind u.a. genannt bei Dunwell JM, 
Transgenic approaches to crop improvement, J Exp Bot. 2000; 51 
Spec No; Seite 487-96. 

40 tt Transgen" meint beziiglich zum Beispiel einer Nukleinsaure- 

sequenz, einer Expressionskassette oder einem Vektor enthaltend 
besagte Nukleinsauresequenz oder einem Organismus transf ormiert 
mit besagter Nukleinsauresequenz , Expressionskassette oder 
Vektor alle solche durch gentechnische Methoden zustandegekommene 

45 Konstruktionen, in denen sich entweder 
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a) die NADPH-Oxidase Nukleinsaureseguenz , oder 

b) eine mit der NADPH-Oxidase Nukleinsaureseguenz funktiohell 
verkniipfte genetische Kontrollsequenz, zum Beispiel ein 

5 Promotor, oder 



c) (a) und (b) 

sich nicht in ihrer naturlichen, genetischen Umgebung befinden 

10 oder durch gentechnische Methoden modif iziert wurden, wobei 
die Modif ikation beispielhaft eine Substitutionen, Additionen, 
Deletionen, Inversion oder Insertionen eines oder mehrerer 
Nukleotidreste sein kann. Natiirliche genetische Umgebung meint 
den naturlichen chromosomal en Locus in dem Herkunf tsorganismus 

15 oder das Vorliegen in einer genomischen Bibliothek. Im Fall einer 
genomischen Bibliothek ist die natiirliche, genetische Umgebung 
der Nukleinsauresequenz bevorzugt zumindest noch teilweise 
erhalten. Die Umgebung flankiert die Nukleinsauresequenz zu- 
mindest an einer Seite und hat eine Sequenzlange von mindestens 

20 50 bp, bevorzugt mindestens 500 bp, besonders bevorzugt min- 
destens 1000 bp, ganz besonders bevorzugt mindestens 5000 bp. 
Eine natiirlich vorkommende Expressionskassette - beispielsweise 
die natiirlich vorkommende Kombination des NADPH-Oxidase-Promotors 
mit dem entsprechenden NADPH-Oxidase-Gen - wird zu einer trans- 

25 genen Expressionskassette, wenn diese durch nicht-naturliche, 
synthetische ( "kiinstliche" ) Verfahren wie beispielsweise einer 
Mutagenisierung geandert wird. Entsprechende Verfahren sind 
beschrieben (US 5,565,350; WO 00/15815; siehe auch oben) . 



3 0 Ein anderer Gegenstand der Erfindung betrifft transgene 

Organismen, transf ormiert mit wenigstens einer erfindungsgemaEen 
Nukleinsauresequenzen, Expressionskassette oder einem erfindungs- 
gemaEen Vektor, sowie Zellen, Zellkulturen, Gewebe, Telle - wie 
zum Beispiel bei pflanzlichen Organismen Blatter, Wurzeln usw.- 

35 oder Vermehrungsgut abgeleitet von solchen Organismen. Organismus 
ist breit zu verstehen und meint prokaryotische und eukaryotische 
Organismen, bevorzugt Bakterien, Hefen, Pilze, tierische und 
pflanzliche Organismen. 



40 Bevorzugt sind 



a) Pilze, wie Aspergillus, Eremothecium, Trichoderma, Ashbya, 
Neurospora, Fusarium, Beauveria oder weitere in Indian Chem 
Eng. Section B. Vol 37, No 1,2 (1995) auf Seite 15, Tabelle 6 
45 beschriebene Pilze. Besonders bevorzugt ist der filamentose 

Hemiascomycet Ashbya gossypii oder Eremothecium ashbyii. 
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b) Hefen wie Candida, Saccharomyces, Hansenula oder^Pichia, 

besonders bevorzugt sind Saccharomyces cerevisiae oder Pichia 
pastoris (ATCC Accession- No. 201178), 

5 c) Pflanzen gemaS der obengenannten Definition fur "Pflanzen" 



d) Vertebraten und Invertebraten . Besonders bevorzugte Verte- 
braten sind nicht-humane Sauger wie in Hund, Katze, Schaf , 
Ziege, Huhn, Maus, Ratte, Rind oder Pferd. Bevorzugte 

10 tierische Zellen umfassen CHO, COS, HEK293 Zellen. Bevorzugte 

Invertebraten umfassen Insektenzellen wie Drosophila S2 und 
Spodoptera Sf9 oder Sf21 Zellen, 

e) prokaryontische Organismen wie gram-positive oder gram- 

15 negative Bakterien wie Acetobacter, Gluconobacter, Coryne- 

bacterium, Brevibacterium, Bacillus, Clostridium, Cyano- 
bacter, Escherichia (vor allem Escherichia coli) , Serratia, 
Staphylococcus, Aerobacter, Alcaligenes, Penicillium oder 
Klebsiella genannt. 

20 

Als transgene Organismen bevorzugte Wirts- oder Ausgangs- 
organismen sind vor . allem Pflanzen gema& der oben genannten 
Definition. Eingeschlossen sind im Rahmen der Erfindung alle 
Gattungen und Arten hoherer und niedrigerer Pflanzen des 

25 Pf lanzenreiches . Eingeschlossen sind ferner die reifen Pflanzen, 
Saatgut, Sprossen und Keimlinge, sowie davon abgeleitete Teile, 
Vermehrungsgut und Kulturen, zum Beispiel Zellkulturen. Reife 
Pflanzen meint Pflanzen zu jedem beliebigen En twicklungs stadium 
jenseits des Keimlings. Keimling meint eine junge, unreife 

30 Pflanze in einem fruhen En twicklungs stadium. Insbesondere als 
Wirtsorganismen bevorzugte Pflanzen sind Pflanzen, auf die der 
erf indungsgema&e Verfahren zum Erzielen einer Pathogenresistenz 
gemafi oben genannten Kriterien angewendet werden kann. Ganz 
besonders bevorzugt sind monokotyle Pflanzen wie Weizen, 

35 Hafer, Hirse, Gerste, Roggen, Mais, Reis, Buchweizen, Sorghum, 
Triticale, Dinkel, Leinsamen, Zuckerrohr, als diktoyledone 
Kulturpf lanzen wie Raps, Canola, Kresse, Arabidopsis, Kohl- 
arten, Soja, Alfalfa, Erbse, Bohnengewachsen, Erdnuss, Kartoffel, 
Tabak, Tomate, Aubergine, Paprika, Sonnenblume, Tagetes, Salat, 

40 Calendula, Melone, Kxirbis oder Zucchini. 

Die Herstellung der transgenen Organismen kann mit den oben 
beschriebenen Verfahren zur Transformation oder Transfektion 
von Organismen realisiert werden. 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft die Ve^wendung der: 
erf indungsgemagen, transgenen Organismen und der von ihnen abge-J.I* 
leitete Zellen, Zellkulturen,- Teile - wie zum Bei spiel bei : trans- 
genen pflanzlichen Organismen Wurzeln, Blatter etc.-, und trans-. 
5 genes Vermehrungsgut wie Saaten oder Fruchte, zur Herstellung von 
Nahrungs- oder Futtermitteln, Pharmazeutika oder Feinchemikalien. 

Bevorzugt ist ferner ein Verfahren zur rekombinanten Herstellung 
von Pharmazeutika oder Feinchemikalien in Wirtsorganismen wobei 

10 ein Wirtsorganismus mit einer der oben beschriebenen Expressions- 
kassetten trans formiert wird und diese Expressionskassette ein 
oder mehrere Strukturgene enthalt, die fur die gewunschte Fein- 
chemikalie kodieren oder die Biosynthese der gewiinschten Fein- 
chemikalie katalysieren, der trans formierte Wirtsorganismus ge- 

15 zuchtet wird und die gewunschte Feinchemikalie aus dem Zuchtungs- 
medium isoliert wird. Dieses Verfahren ist fur Feinchemikalien 
wie Enzyme, Vitamine, Aminosauren, Zucker, Fettsauren, naturliche 
und synthetische Geschmacks-, Aroma- und Farbstoffe breit anwend- 
bar. Besonders bevorzugt ist die Produktion von Tocopherolen und 

20 Tocotrienolen sowie Carotinoiden. Die Ztichtung der trans formier- 
ten Wirtsorganismen sowie die Isolierung aus den Wirtsorganismen 
bzw. aus dem Zuchtungsmedium erfolgt mit dem Fachmann bekannten 
Verfahren. Die Produktion von Pharmazeutika, wie zum Beispiel 
Antikorpern oder Vakkzinen ist beschrieben bei Hood EE, Jilka JM 

25 (1999) Curr Opin Biotechnol 10(4):382-6; Ma JK, Vine ND (1999) 
Curr Top Microbiol Immunol 236:275-92. 



Sequenzen 

30 1. SEQ ID NO: 1 Nukleinsauresequenz kodierend fiir eine 

NADPH-Oxidase aus Gerste (Hordeum vulgare) 

2. SEQ ID NO: 2 Aminos auresequenz kodierend fiir eine 

NADPH-Oxidase aus Gerste (Hordeum vulgare) 



35 



SEQ ID NO: 3 Nukleinsauresequenz kodierend fur eine 
NADPH-Oxidase aus Reis 
(Oryza sativa var. japonica) 



40 4. SEQ ID NO: 4 Aminos auresequenz kodierend fiir eine 

NADPH-Oxidase aus Reis 
(Oryza sativa var. japonica) 



5. SEQ ID NO: 

45 



Nukleinsauresequenz kodierend fur eine 
NADPH-Oxidase aus Nicotiana tabacum 
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6. SEQ ID NO: 6 Amino sauresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus Nicotiana tabacum 

7. SEQ ID NO: 7 Nukleinsauresequenz kodierend fur eine 
5 NADPH-Oxidase aus Kartof f el 

(Solanum tuberosum) 

8. SEQ ID NO: 8 Aminosauresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus Kartoffel 
10 (Solanum tuberosum) 

9. SEQ ID NO: 9 Nukleinsauresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus Tomate 
(Lycopersicon esculentum) 

15 

10. SEQ ID NO: 10 Aminosauresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus NADPH-Oxidase aus Tomate 
(Lycopersicon esculentum) 

20 11. SEQ ID NO: 11 Nukleinsauresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus Arabidopsis thaliana (RbohF) 

12. SEQ ID NO: 12 Aminosauresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus NADPH-Oxidase Arabidopsis 
25 thaliana (RbohF) 

13. SEQ ID NO: 13 Nukleinsauresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus Arabidopsis thaliana (RbohD) 

30 14. SEQ ID NO: 14 Aminosauresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus NADPH-Oxidase Arabidopsis 
thaliana (RbohD) 

15. SEQ ID NO: 15 Nukleinsauresequenz kodierend fur eine 

35 NADPH-Oxidase aus Nicotiana tabacum (rboh) 

16. SEQ ID NO: 16 Aminosauresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus Nicotiana tabacum (rboh) 

40 17. SEQ ID NO: 17 Nukleinsauresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus Reis 
(Oryza sativa var. japonica) 



18. SEQ ID NO: 18 

45 



Aminosauresequenz kodierend fur eine 
NADPH-Oxidase aus Reis 
(Oryza sativa var. japonica) 
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19. SEQ ID NO: 19 Nukleinsauresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus Arabidopsis thaliana ( RbohC ) : 

20. SEQ ID NO: 20 Aminos auresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus NADPH-Oxidase Arabidopsis 
thaliana (RbohC) 



21. SEQ ID NO: 21 Nukleinsauresequenz kodierend fur eine 

NADPH-Oxidase aus Arabidopsis thaliana (RbohA) 

10 

22. SEQ ID NO: 22 Aminosauresequenz kodierend fiir eine 

NADPH-Oxidase aus NADPH-Oxidase Arabidopsis 
thaliana (RbohA) 



15 23. SEQ ID NO: 23 Oligonukleotidprimer 5' NAOX 

5 ' -GARCAAGGCTCTTTTGATTG-3 ' 

24. SEQ ID NO: 24 Oligonukleotidprimer 3' Naox 

5 ' -GAAATGCTCCTTATGGAATTC-3 ' 

20 

Abbi Idungen 



Fig. 1: "RNA Interference" mit ptMAox-dsRNA vermindert die 
Penetrations ef f izienz des Echten Gerstenmehltau 
25 BghA6 in Gerste. 

Die relative Penetrationseff izienz (RPE) wurde in funf 
individuellen Experiment en bei Inokulation mit B&h aus Gerste cv 
Pallas bestimmt. Die RPE errechnet sich als Differenz aus der 
30 Penetrationseff izienz bei pNAox-dsRNA transf ormierten Zellen 

und der Penetrationseff izienz bei Kontroll-dsRNA transf ormierten 
Zellen (hier: durchschnittliche Penetrationseff izienz 38,74 %) . 
Die prozentuale RPE (%-RPE) errechnet sich aus der RPE minus 1 
und multipliziert mit 100. 

35 

RPE = TPE bei oNAox-dsRNA transf ormierten Zellenl 

[PE bei Kontroll-dsRNA transf ormierten Zellen] 

%-RPE = 100 * (RPE-1) 

40 

Die Saulen "1" bis "5" stellen die %-RPE (d.h. die Abweichung der 
Penetrationseff izienz vom Durchschnitt der Penetrationseff izienz 
der Kontrolle) bei Evaluierung von mindesten 100 Interaktions- 
stellen fiir jeweils ein unabhangiges Experiment dar. Die Saule 
45 "m" stellt die durchschnittliche %-RPE der Experimente dar. Der 
Fehlerbalken gibt den Standardf ehler an. 
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tt Control-dsRNA" stellt die parallelen Experimente mit ^einer 
Kontroll-dsRNA. tt pNAox"-dsRNA stellt die Expermente mit der 
dsRNA der NADPH-Oxidaseaus Gerste dar. 

5 Die %-RPE war in Zellen, die mit pNAox— dsRNA beschossen wurden, 
deutlich (Signif ikanz p=0,0054) vermindert im Vergleich zu 
Zellen, die mit einer Kontroll-dsRNA (TRz humaner Thyroid- 
rezeptor-dsRNA) bombardiert wurden. 

10 Beispiele 

Allgemeine Methoden: 

Die chemische Synthese von Oligonukleotiden kann beispielsweise, 
15 in bekannter Weise, nach der Phosphoamiditmethode (Voet, Voet, 
2. Auflage, Wiley Press New York, Seite 896-897) erfolgen. Die 
im Rahmen der vorliegenden Erfindung durchgef uhrten Klonierungs- 
schritte wie z.B. Restriktionsspaltungen, Agarosegelelektro- 
phorese, Reinigung von DNA-Fragmenten, Transfer von Nukleinsauren 
20 auf Nitrozellulose und Nylorunembranen, Verknupfen von DNA— Frag- 
ment en, Transformation von E . coli Zellen, Anzucht von Bakterien, 
Vermehrung von Phagen und Sequenz analyse rekombinanter DNA 
werden wie bei Sambrook et al. (1989) Cold Spring Harbor 
Laboratory Press; ISBN 0-87969-309-6 beschrieben durchgefiihrt . 
25 Die Sequenzierung rekombinanter DNA-Molekule erfolgt mit einem 
Laserf luoreszenz-DNA-Sequenzierer der Firma MWG-Licor nach der 
Methode von Sanger (Sanger et al. (1977) Proc Natl Acad Sci 
USA 74:5463-5467) . 

30 Beispiel 1: Pflanzen, Pathogene und Inokulation 

Die Sorte Pallas wurde von Lisa Munk, Department of Plant Patho- 
logy, Royal Veterinary and Agricultural University, Kopenhagen, 
Danemark zur Verfugung gestellt. Ihre Herstellung ist beschrieben. 
35 (K0lster P et al . (1986)Crop Sci 26: 903-907). 

Das 12 bis 36 h im Dunkeln auf feuchtem Filterpapier vorgekeimte 
Saatgut wurde, wenn nicht anders beschrieben, zu je 5 Kornern an 
den Rand eines Vierkanttopf es (8x8 cm) in Fruhstorfer Erde vom 

40 Typ P ausgelegt, mit Erde bedeckt und regelma&ig mit Leitungs- 
wasser gegossen. Alle Pflanzen wurden in Klimaschranken oder - 
kammern bei 16 bis 18°C, 50 bis 60 % relativer Luftfeuchte und 
einem 16-stundigen Licht / 8st\indigen Dunkelheitszyklus mit 3 000 
bzw. 5000 lux (50 bzw. 60 fimols-^-m- 2 Photonenf lussdichte) 5 bis 

45 8 Tage lang kultiviert und im Keimlingsstadium in den Versuchen 
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verwendet. Bei Experimenten , in denen Applikationen an. Primar- 
blattern durchgefuhrt wurden, waren diese vollstandig entwickeltV 

Vor Durchfuhrung der transienten Trans fektionsexperimente 
5 wurden die Pf lanzen in Klimaschranken oder -kammern bei tagsiiber 
24°C, nachts 20°C, 50 bis 60 % relativer Luftfeuchte und einem 
16stiindigen Licht / 8stundigen Dunkelheitszyklus mit 30000 lux 
kultiviert. 

10 Fur die Inokulation von Gerstenpf lanzen wurde Echte Gerstenmehl- 
tau Blumerla graminis (DC) Speer. f . sp. hordei Em. Marchal der 
Rasse A6 (Wiberg A (1974) Hereditas 77: 89-148) (BghA6) ver- 
wendet. Dieser wurde vom Institut fur Biometrie, JLU GieSen 
bereitgestellt . Die Nachzucht des Inokulums erfolgte in Klima- 

15 kammern zu den gleichen Bedingungen, wie sie oben fur die 

Pflanzen beschrieben sind, durch Ubertragung der Konidien von 
befallenem Pf lanzenmaterial auf regelmaSig angezogene, 7 Tage 
alte Gerstenpf lanzen cv. Golden Promise bei einer Dichte von 
100 Konidia/mm 2 . 

20 

Die Inokulation mit BghA6 erfolgte unter Verwendung von 
7 Tagen alt en Keimlingen durch Abschutteln der Konidien 
bereits befallener Pflanzen in einem Inokulationsturm mit 
ca. 100 Konidi en/mm 2 (soweit nicht anders angegeben) . 

25 

Beispiel 2 : Klonierung der pNAox cDNA Sequenz aus Gerste 

Die zur Isolation der HvpNAox cDNA, ihrer Klonierung, 
Sequenzierung und Her stel lung von Sonden benotigten cDNA 

30 Fragmente wurden mittel RT-PCR unter Verwendung des "One Step 
RT-PCR Kit" (Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland oder 
Qiagen, Hilden, Deutschland) erhalten. Dazu wurde Gesamt-RNA aus 
Gerste-Samlingen als Matrize verwendet. Die RNA wurde aus Pallas 
3, 5 und 7 Tage nach Keimung isoliert. Daruberhinaus wurde RNA 

35 aus Pallas und den ruckgekreuzten Linien mit mlo5 , Mlg oder Mlal2 
1, 2 und 5 Tage nach Inokulation mit BghA6 am 7 Tag nach Keimung 
isoliert. Fur die RT-PCR wurden Primer verwendet, die von konser- 
vierten Regionen der gp91phox Homologen aus Reis und Arabidopsis 
thaliana abgeleitet sind (GenBank Acc.-No.: X93301 bzw. 

40 AB008111) : 

5 ' NAOX : 5 ' — GARC AAGGCTCTTTTGATTG- 3 ' ( SEQ ID NO : 23 ) und 



3' Naox: 5' GAAATGCTCCTTATGGAATTC 3' (SEQ ID NO: 24) 

45 
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Fur die Reaktion (25 |IL-Ansatz) wurden je 1000 ng Gesamt-RNA, 
0,4 mM dNTPs, je 0,6 mM OPN-1 unci OPN-2 Primer, 10 |Xl RNase- 
Inhibitor und 1 \il Enzymmix in Ix RT-Puffer (one step^T-PCR Kit, 
Qiagen, Hilden) eingesetzt. 

Folgendes Temperaturprogramm wird verwendet (PTC-100TM Modell 
96V; MJ Research, Inc., Watertown, Massachusetts) : 



1 Zyklus mit 3 0 min bei 50°C 

10 1 Zyklus mit 150 sec bei 94°C 

30 Zyklen mit 94°C fur 45 sec, 55°C fur 1 min 

und 72°C fur 2 min 
1 Zyklus mit 72°C fur 7 min 



15 Die PCR Produkt wurde mittels 2% w/v Agarosegelelektrophorese 
aufgetrennt. Es wurde ein RT-PCR Produkt von 378 bp erhalten 
(SEQ ID NO: 1), das ein teil des offenen Leseraster der NADPH- 
Oxidase aus Gerste kodiert . Die entsprechende cDNA wurde aus 
einem Agarosegel isoliert und in den pGEM-T-Vektor (Promega, 

20 Mannheim, Deutschland) mittels T-Uberhang-Ligation kloniert. Die 
cDNAs wurden ausgehend von der Plasmid-DNA unter Verwendung des 
n Thermo Sequenase Fluorescent Labeled Primer Cycle Sequencing 
Kit" (Amersham, Freiburg, Deutschland) sequenziert. Das Konstrukt 
wurde mit pGEM-T-pNAox bezeichnet. 

25 

Beispiel 3 : In vitro Synthese der pNAox dsRNA 

Das Plasmid pGEM-T-pNAox , das fur die in vitro RNA-Transkription 
eingesetzt wurde, beinhaltet den T7 und SP6 Promotor an den 

30 jeweiligen Enden der insertierten Nukleinsauresequenz , was die 
Synthese von sense- bzw. antisense RNA ermoglicht. Das Plasmide 
kann mit geeigneten Restriktionsenzymen (Apal fur SP6- und 
PstI fur T7 -Polymerase) linearisiert werden, um eine korrekte 
Transkription der insertierten Nukleinsauresequenz zu gewahr- 

35 leisten und ein Durchlesen in vektorielle Sequenzen zu 

verhindern. Dazu wurden 10 |lig pGEM-T-pNAox Plasmid-DNA jeweils 
mit Apal fur SP6- und. PstI fur T7~Polymerase geschnitten. Die 
geschnittenen Plasmide werden in 200 \il Wasser mit gleichem 
Vo lumen Phenol /Chloroform/ Isoamylalkohol extrahiert, in ein 

40 neues Eppendorf reaktionsgef a& (RNAse frei) transferiert und 

5 min bei 20000 g zentrifugiert . 180 jil der Plasmid-Losung wurden 
mit 420 |il Ethanol versetzt, auf Eis gestellt und anschlieEend 
durch Zentrifugation fur 30 min bei 20000 g und - 4°C prazipi- 
tiert. Das Prazipitat wurde in 10 JJll TE Puffer aufgenommen. 

45 Die jeweiligen Praparationen wurden direkt in eine in vitro 
Transkription mit T7-RNA-Polymerase bzw. SP6~RNA-Polymerase 
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eingesetzt . RNA Polymerase!! wurden von Roche Molecular Biology, 
Mannheim, Deutschland bezogen. 

Jeder Transkriptionsansatz beinhaltete in einem Volumen of 40 Jil: 

5 

2 pi linearisierte Plasmid DNA (1 |Jg) 
2 ill NTP's (25 mM) (1,25 mM von jedem NTP) 
4 jil lOxReaktionspuf fer (Roche Molecular Biology) , 
1 jml RNAsin RNAsin (27 Units; Roche Molecular Biology), 
10 2 \il RNA Polymerase (40 Units) 
29 (J.1 DEPC -Wasser 

Nach einer Inkubation von 2 h bei 37°C wurde jeweils ein Teil der 
Reaktionsansatze aus der Transkription des "sense"- bzw. "anti- 

15 sense ,; -Stranges gemischt, fur 5 min bei 95°C denaturiert und 

anschlie£end durch Abkuhlung iiber 3 0 min auf eine End temper a tur 
von 37°C miteinander hybridisiert ("annealing"). Alternativ kann 
nach der Denaturierung das Gemisch aus sense- Und antisense- 
STrang auch fur 30 min bei -20°C gekuhlt werden. Das Protein- 

20 prazipitat, das sich wahrend Denaturierung und Hybridisierung 
bildet wurde durch kurze Zentrifugation bei 20800 g abgetrennt 
und der Uberstand direkt zur Beschichtung von Wolf rampart ikeln 
verwendet (s. unten) . Zur Analyse wurden jeweils 1 jil jeden RNA— 
Stranges und der dsRNA auf einem nicht-denaturierenden Agarosegel 

25 aufgetrennt. Eine erfolgreiche Hybridisierung zeigte sich, durch 
eine Bandenverschiebung zu hoherem Molekulargewicht im Vergleich 
zu den Einzelstrangen. 

4 |il der dsRNA wurden Ethanol-prazipitiert (durch Zugabe von 6 |Lll 
30 Wasser, 1 |^1 3M Natriumacetat-Losung und 25 |ll Ethanol, sowie 
Zenrifugation fur mindestens 5 min bei 20000 g und 4°C) und in 
500 (JLl Wasser resuspendiert . Das Absorbtionsspektrum zwischen 
23 0 und 300 ran wurde gemessen, bzw. die Absorption bei 280 und 
260 ran bestimmt, urn die Reinheit und die Konzentration der dsRNA 
35 zu bestimmen. In der Regel wurden 80 bis 100 jig dsRNA mit einem 
OD260/OD280 -Verhaltnis von 1,80 bis 1,95 erhalten. Ein Verdau mit 
DNase I kann optional durchgefiihrt werden, beeinflusst jedoch 
nachfolgende Ergebnisse nicht wesentlich. 

40 Als Kontroll-dsRNA fungierte die dsRNA des humanen Thyroi- 
drezeptors (Ausgangsvektor pT7betaSal (Norman C et al. (1988) 
Cell 55 (6) :989-1003) zur Verfugung gestellt von Dr. Baniahmad, 
Institut fxir Genetik, GieSen, Deutschland; die Sequenz des Insert 
ist beschrieben unter der GenBank Acc.-No.: NM_000461) . Fiir die 

45 Herstellung der sense-RNA wurde das Plasmid mit PvuII, fiir die 
ants ens e-RNA mit Hindlll verdaut und die RNA dann mit T7- bzw. 
SP6 FNA-Polymerase transkribiert . Die einzelnen Verfahrens- 
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schritte zur Herstellung der Kqntroll-dsRNA werden analog den 
oben fur die pNAox-dsRNA beschriebenen durchgef iihrt . 



5 



Beispiel 4: Transiente Transformation, KNAi und Evaluation 
der Pilzpathogenentwicklung 



Gerste cv Pallas Blattsegmente wurden mit einer pNAox-dsKNA 
zusammen mit einem GFP-Expressionsvektor trans formiert . 
AnschlieSend wurden die Blatter mit Bgh inokuliert und das 

10 Ergebnis nach 48 h mittels Licht- und Fluor eszenzmikroskopie 
analysiert. Die Penetration in GFP-exprimierenden Zellen wurde 
mittels Detektion von Haustorien in lebenden Zellen und durch 
Bewertung der Pilzentwicklung in eben diesen Zellen beurteilt . 
In alien fxinf Experimenten fuhrte die Bombardierung von Gerste cv 

15 Pallas mit pNAox-dsBNA zu einer verminderten Anzahl von erfolg- 
reich durch Bgh penetrierten Zellen im Vergleich zu Zellen die 
mit einer fremden Kontroll-dsRNA (humaner Thyroidhormonrezeptor 
dsRNA, TR) bombardiert wurden. Der resistenzinduzierende Effekt 
der pitfAox-dsRNA bedingte eine durchschnittliche Verminderung der 

20 Penetrationsef f izienz durch Bgh um 35 % (Fig. 4) . 

Es wurde ein Verfahren zur transienten Transformation eingesetzt 
das bereits fur die biolistische Einfuhrung von dsRNA in epi- . 
dermale Zellen von Gerstenblattern beschrieben wurde (Schweizer 

25 P et al. (1999) Mol Plant Microbe Interact 12:647-54; Schweizer 
P et al. (2000) Plant J 2000 24: 895-903). Wolf rampartikel mit 
einem Durchmesser von 1,1 |Jm (Partikeldichte 25 mg/ml) wurden 
mit dsRNA (Herstellung siehe oben) zusammen mit Plasmid-DNA des 
Vektors pGFP (GFP unter Kontrolle des CaMV 3 5S Promotors) 

30 als Trans format ionsmarker beschichtet. Dazu wurden pro Schuss 
die nachf olgender Mengen an dsRNA bzw. Report erplasmid zur 
Beschichtung verwendet: 1 |LLg pGFP und 2 fig dsRNA. Dopplestrangige 
RNA wurde mittels Verschmelzens von * sense" und W antisense"-RJSTA 
in vitro synthetisiert (s.o.). 

35 

Fur Microcarrier-Praparation wurden 55 mg Wolf rampartikel (M 17, 
Durchmesser 1,1 pm; Bio-Rad, Miinchen) zweimal mit 1 ml auto- 
klaviertem Destilliertem Wasser und einmal mit 1 mL absolutem 
Ethanol gewaschen, getrocknet und in 1 ml 50 %igem Glycerin auf - 

40 genommen (ca. 50 mg/ml Stammlosung) . Die Losung wurde mit 50 %igem 
Glycerin auf 25 mg/ml verdiinnt, vor Gebrauch gut gemischt und im 
Ultraschallbad suspendiert. Zur Microcarrier-Beschichtung wurden 
pro Schuss 1 Jig Plasmid, 2 fig dsRNA (1 fiL) , 12,5 |ll Wolfram- 
partikel-Suspension (25 mg/ml), 12,5 jllI 1 M Ca (NOs) 2-Losung 

45 (pH 10) tropfenweise unter standigem Mischen zusammengegeben, 
10 min bei RT stehengelassen, kurz zentrifugiert und 20 ^il vom 



WO 2004/009820 




T/EP2003/007589 



69 



Uberstand abgenommen . Der Rest mit den Wolframpartikel wird 
resuspendiert (Ultraschallbad) und ins Experiment eingesetzt. 

Es wurden ca. 4 cm lange Segmente yon Gerstenprimarblattern 
5 verwendet. Die Gewebe wurden auf 0,5 % Phytagar (GibcoBRL™ Life 
Technologies™ ,Karlsmhe) mit 20 Jig/ml Benzimidazol in Petri- 
schalen (6,5 cm Durchmesser) gelegt und direkt vor dem Partikel- 
beschuss an den Randern mit einer Schablone mit einer recht- 
eckigen Aussparung von 2,2 cm x 2,3 cm abgedeckt . Die Schalen 

10 wurden nacheinander auf den Boden der Vakuumkammer (Schweizer 
P et al. (1999) Mol Plant Microbe Interact 12:647-54) gestellt, 
iiber dem ein Nylonnetz (Maschenweite 0,2 mm, Millipore, Eschborn) 
als Diffusor auf einer Lochplatte eingeschoben war (5 cm iiber dem 
Boden, 11 cm.unterhalb des Macrocarriers , s.u.), urn Partikel- 

15 klumpen zu zerstreuen und den Partikelstrom abzubremsen. Der oben 
an der Kairaner angebrachte Macrocarrier (Plastik-Sterilf ilter- 
halter, 13 mm, Gelman Sciences, Swinney, UK) wurde je Schuss mit 
5,8 |LlL DNA-beschichteten Wolf rampart ikeln (Microcarrier , s.u.) 
beladen. Mit einer Membranvakuumpumpe (Vacuubrand, Wertheim) 

20 wurde der Druck urn 0,9 bar in der Kammer reduziert und die 
Wolframpartikel mit 9 bar Heliumgasdruck auf die Oberflache 
des Pf lanzengewebes geschossen. Sofort danach wurde die Kammer 
beliiftet. Zur Markierung trans formierter Zellen warden die 
Blatter mit dem Plasmid (pGFP; Vektor auf pUC18-Basis, CaMV 3 5S- 

25 Promoter/Terminator-Kassette mit insertiertem GFP-Gen; Schweizer 
P et al. (1999) Mol Plant Microbe Interact 12:647-54; zur Ver- 
fugung gestellt von Dr. P. Schweizer Schweizer P, Institut 
fur Pf lanzengenetik IPK, Gatersleben, Deutschland) beschossen. 
Vor dem SchieSen eines anderen Plasmids wurde der Macrocarrier 

30 jeweils grundlich mit Wasser gereinigt. Nach vierstiindiger • 

Inkubation nach dem Beschuss bei leicht geoffneten Petrischalen, 
RT und Tageslicht wurden die Blatter mit 100 Konidien/mm 2 des 
Echten Gerstenmehltaupilzes (Rasse A6) inokuliert und fur weitere 
40 bis 48 h unter gleichen Bedingungen inkubiert. 

35 

Blattsegmente wurden mit den beschichteten Partikeln unter 
Verwendung einer "particle inflow gun" bombardiert . Pro Schuss 
wurden 312 |Hg Wolframpartikel appliziert. 4 h nach der Bombar- 
dierung wurde Inokulation mit Bltimeria. graminls f.sp. horde! 

40 Mehltau (Rasse A6) inokuliert und nach weiteren 40 h beziiglich 
der Inf ektionsanzeichen ausgewertet. Das Ergebnis (z.B. die 
Penetrationsef f izienz , definiert als prozentualer Anteil 
angegrif f ener Zellen, die ein reifes Haustorium und eine 
Sekundarhyphae ("secondary elongating hyphae") wurde mittels 

45 Fluoreszens- und Lichtmikroskopie analysiert. Eine Inokulation 

mit 100 Conidia/mm 2 ergibt eine Angrif f sf requenz von ca. 50 % der 
transf ormierten Zellen. Fur jedes einzelne Experiment wurde eine 
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minimale Anzahl von 100 Interaktionsstellen ausgewertet . Trans- 
formierte (GFP exprimierende) Zellen wurden unter Anregung mit "J 
blauem Licht identif iziert . Drei vers chi edene Katagor Ten von. 
trans formier ten Zellen konnten unterschi'eden werden: 



5 



1. Penetrierte Zellen, die ein leicht erkennbares Haustorium 
beinhalten. Eine Zelle mit mehr als einem Haustorium wurde 
als eine Zelle gewertet. 



10 2. Zellen, die durch ein Pilz-Appressorium zwar angegriffen 
wurden, aber kein Haustorium beinhalten. Eine Zelle die 
mehrfach von Bgh angegriffen wurden, aber kein Haustorium 
enthalt, wurde als eine Zelle gewertet. 



15 3. Zellen die nicht durch Bgh angegriffen sind. 



Stomatazellen und Stomatanebenzellen wurden von der Bewertung 
ausgeschlossen. Oberf lachenstrukturen von Bgh wurden mittels 
Lichtmikroskopie oder Fluor e s z enz f arbung des Pilzes mit 0,1 % 

20 Calcofluor (w/v in Wasser) fur 30 sec analysiert. Die Ent- 
wicklung des Pilzes kann leicht durch Fluor eszenzmikroskopie 
nach Anf arbung mit Calcofluor evaluiert werden. In pNAox-dsRNA 
trans formierten Zellen entwickelt der Pilz zwar ein primares 
und ein appressoriales Keimschlauch ("Germ-Tube") aber kein 

25 Haustorium. Haustoriumausbildung ist eine Vorbedingung fur die 
Bildung einer Sekundarhyphae . 

Die relative Penetrationsef f izien (RPE) errechnet sich als 
Differenz aus der Penetrationsef f izien bei transf ormierten 
30 Zellen (Transformation mit pNAox- oder Kontroll-dsRNA) und der 
Penetrationsef fizienz bei untransformierten Zellen (hier: durch- 
schnittliche Penetrationsef fizienz 38,74 %) . Die prozentuale RPE 
(%-RPE) errechnet sich aus der RPE minus 1 und multipliziert 
mit 100. 

35 

RPE = fPE bei o NAox -dsRNA transf ormierten Zellenl 

[PE bei Kontroll-dsRNA transf ormierten Zellen] 

%-RPE = 100 * (RPE-1) 

40 

Der %-RPE-Wert (Abweichung von der durchschnittlichen Pene- 
trationsef fizienz der Kontrolle) dient der Bestimmung des 
Suszeptibilitat von Zellen, die mit pNAox-dsRNA transfiziert 
sind (Fig. 4) . 
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Bei der Kontroll-dsRNA wurde bei fiinf unabhangigen Versuchen kein" 
Unterschied zwischen der Transf ektion mit der Kontroll dsRNA unci ;" . 
Wasser bezuglich der Penetrationsef f izienz von Bgh beoETachttet, 

5 Um einen Einfluss auf der dsRNA auf die Transf ormationsrate oder ; 
Uberlebensrate der angegrif fenen Zellen auszuschlie£en, wurde 
die Anzahl der GFP-exprimierenden Zellen zwischen Kontroll- 
und pNAox- ds RNA Experimenten verglichen. Die pNAox-dsKNA hatten 
keinen Einfluss auf die Gesamtanzahl- oder die Anzahl der ange- 
10 grif fenen GFP-exprimierenden Zellen. 

Beispiel 5: Inhibition der NADPH-Oxidase mit Diphenyleniodonium- 
chlorid 



15 Untermauert werden die Ergebnisse durch weitere Experimente 

mit dem NADPH-Oxidase Inhibitor Diphenyleniodoniumchlorid (DPI; 
Tabelle 1) . Im allgemeinen wurden die Experimente durchgefuhrt 
wie von Htickelhoven und Kogel, 1998. 



20 Tab. Is Wirkung von DPI auf die Patbogenabwehr in Pallas a 



Art der Interaktion 



Interaktionen (% ± Standardf ehler ) 



Kontrolle^ 



200 JLlM DPI C 



25 



Penetration 
Nicht-Penetration 
HR (Hypersensitive 

Reaktion) 



68.25 ± 9.9 
24.25 ± 6.3 
7.5 ± 3.7 



16.25 ± 0.5 
67.5 ± 9.5 
16.25 ± 9.3 



30 

a DPI-Behandlung erfolgte 12 h nach Pathogen- Inokkulat ion, 
die Auswertung 36 h nach Inokkulation. 

b Kontrolle mit 10 mM Kaliumphoshatpuf f er , pH 7,8, mit DMSO 
35 Gehalt wie bei DPI Behandlnng. 

c DPI gelost in 10 mM Kaliumphoshatpuf fer , pH 7,8, ausgehend 
von einer 10 mg/ml DPI Stammlosung in DMSO. 

40 



45 
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Patentanspriiche 

1 . Verfahren zum Erzielen oder Erhohen der Resistenz^gegen 

mindestens ein Pathogen in Pflanzen, dadurch gekennzeichnet , 
5 dass nachfolgende Arbeitsschritte umfasst sind 



a) Verminderung der Proteinmenge, Aktivitat oder Funktion 
einer NADPH-Oxidase in einer Pflanze oder einem Gewebe, 
Organ, Teil oder Zelle derselben und 

10 

b) Auswahl der Pflanzen, bei denen - im Unterschied oder 
Vergleich zur Ausgangspf lanze - die Resistenz gegen 
mindestens ein Pathogen besteht oder erhoht ist. 

15 2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die NADPH— Oxidase kodiert 
wird durch 



a) Polypeptidsequenzen umfassend eine Sequenz gemaE 

SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, IS, 20 oder 22, 
20 oder 

b) Polypeptidsequenzen eines f nnk ti one 11 en Aquivalentes 
eines Polypeptides, welches eine Sequenz gemafi 

SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 oder 22 
25 umfasst. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei das funktionelle Equivalent 
eine Homologie von mindestens 50 % zu einem der Polypeptide 
gemass SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 oder 22 

30 hat. 

4 . Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 3 , wobei die Ver- 
minderung der Proteinmenge, Aktivitat oder Funktion einer 
NADPH-Oxidase gewahrleistet wird durch Anwendung eines Ver- 

35 fahrens ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 



a) Einbringen einer doppelstrangigen NADPH-Oxidase Ribo- 
nukleinsauresequenz oder einer deren Expression gewahr- 
leistenden Expressionskassette oder Expressionskassetten, 

40 

b) Einbringen einer NADPH-Oxidase antisense-Nukleinsaure- 
sequenz oder einer deren Expression gewahrleistenden 
Expressionskassette , 



45 



Sequ. + Zeichn. 
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c) Einbringen einer NADPH-Oxidase antisense-Nukleinsaure- 

sequenz kombiniert mit einem Ribozym oder einer deren 'I.] 
Expression gewahrleistenden Expressionskassette 7 , 

5 d) Einbringen von NADPH-Oxidase sense-Nukleinsauresequenzen 

zur Induktion einer Kosuppression oder einer deren 
Expression gewahrleistenden Expressionskassette, 

e) Einbringen DNA-oder Protein-bindende Faktoren gegen 
10 NADPH-Oxidase-Gene, — RNAs oder -Proteine oder einer 

deren Expression gewahrleistenden Expressionskassette, 

f ) Einbringen von den NADPH-Oxidase RNA-Abbau bewirkende 
virale Nukl e ins aure sequenz en und Expr es s ionskons t rukt en 

15 oder einer deren Expression gewahrleistenden Expressions- 

kassette, 

g) Einbringen von Konstrukten zur Induktion einer homologen 
Rekombination an endogenen NADPH-Oxidase-Genen und 



20 



35 



h) Einfiihrung von Mutationen in ein endogenes NADPH-Oxidase 
Gen. 



5., Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, umfassend 

25 

(i) die stabile Transformation einer pflanzlichen Zelle mit 
einer rekombinanten Expressionskassette enthaltend in 
funktioneller Verknupfung mit einem in Pflanzen aktiven 
Promotor eine Nukl e ins aure sequenz kodierend fur 

30 

a) eine doppelstrangigen NADPH-Oxidase RNA-Ribonuklein- 
sauresequenz oder 

b) eine NADPH-Oxidase antisense-Nukleinsauresequenz oder 

c) eine NADPH-Oxidase antisense-Nukleinsauresequenz 
kombiniert mit einem Ribozym oder 

d) eine NADPH-Oxidase sense-Nukleinsauresequenzen zur 
40 Induktion einer Kosuppression oder 

e) DNA-oder Protein-bindende Faktoren gegen NADPH-Oxida- 
se-Gene, — RNAs oder -Proteine 

f) den NADPH-Oxidase RNA-Abbau bewirkende virale 
4 5 Nukl e ins aures equenz en 
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(ii) Regeneration der Pflanze aus der pf lanzlichejt Zelle, und 

(iii) Expression besagter -Nukleinsauresequenz in eirier Menge 
und fur eine Zeit hinreichend, um eine Pathogenr es i s t enz : 

5 in besagter Pflanze zu erzeugen oder zu erhohen. 

6 . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5 , wobei das Patho- 
gen ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Bakterien, Pil- 
zen, Insekten, Viren und Nematoden. 

10 

7 . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6 , wobei das Patho- 
gen ausgewahlt ist aus der Gruppe der Pilze bestehend aus 
Plasmodiophoramycota , Oomycota , Ascomycota , Chytridiomyceten , 
Zygomyceten, Basidiomycota und Deuteromyceten. 

15 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei die Pflanze 
aus den monokotyledonen und dikotyledonen Pf lanzen ausgewahlt 
ist . 

20 9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, wobei die Pflanze 
ausgewahlt ist aus der Gruppe der monokotyledonen Pflanzen 
bestehend aus Weizen, Hafer, Hirse, Gerste, Roggen, Mais, 
Reis, Buchweizen, Sorghum, Triticale, Dinkel, Leinsamen oder 
Zuckerrohr . 

25 

10. Doppelstrangiges RNA-Molekiil zur Venninderung der Expression 
einer NADPH— Oxidase umfassend 

a) einen * sense "-RNA-Strang umfassend mindestens eine Ribo- 
30 nukleotidsequenz , die im wesentlichen identisch ist zu 

mindestens einem Teil des " sense" -RNA-Transkriptes einer 
Nukleinsauresequenz kodierend fur eine NADPH-Oxidase, und 

b) einen "antisense"-RNA-Strang, der zu dem RNA-sense-Strang 
35 unter a) im wesentlichen komplementaren ist. 

11. Doppelstrangiges RNA-Molekiil nach Anspruch 10, wobei die bei- 
den RNA-Strange der doppelstrangigen RNA kovalent miteinander 
verbunden sind. 

40 

12. Doppelstrangiges RNA— Mol ekxil nach einem der Anspruche 10 oder 
11, wobei einer der beiden RNA-Strange kodiert wird durch 
zumindest einen Teil einer Nukleinsauresequenz kodierend ftir 
eine NADPH-Oxidase Sequenz gemaS SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 

45 11, 13, 15, 17, 19 oder 21 oder ein f unktionelles Equivalent 

derselben. 
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13 . Transgene Expressionskassette enthaltend in funktioneller . 
Verknupfung mit einem in pf lanzlichen Organismen funktio- "J.; 
nellen Promotor eine Nukleinsauresequenz kodierenS^f lir ein. 
doppelstrangiges RNA-Molekiil gemaS einem der Anspriiche 10 

:< 5 bis 12. 

14. Transgene Expressionskassette enthaltend zumindest einen Teil 
einer Nukleinsauresequenz kodierend fur eine NADPH-Oxidase 
gema£ SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 , 15, 17, 19 oder 21 

10 oder ein funktionelles Aquivalent derselben, wobei besagte 

Nukleinsauresecjuenz in antisense-Orientierung mit einem in 
pflanzlichen Organismen funktionellen Promotor funktionell 
verknupf t ist . 

15 15. Transgene Expressionskassette nach Anspruch 13 oder 14, wobei 
der in Pflanzen funktionelle Promotor ein pathogen- induzier- 
barer Promotor ist . 

16. Transgener Vektor enthaltend eine Expressionskassette gemafc 
20 einem der Anspriiche 13 bis 15. 

17 . Transgener Organismus enthaltend ein doppelstrangiges 
RNA-Molekiil gemafe einem der Anspriiche 10 bis 12, eine 
Expressionskassette gema£ einem der Anspriiche 13 bis 15 

25 oder einen Vektor gema£ Anspruch 16 . 

18. Transgener Organismus nach Anspruch 17 ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus Bakterien, Hefen, Tieren und Pflanzen. 

30 19. Transgener Organismus nach Anspruch 17 oder 18, ausgewahlt 
aus der Gruppe der Pflanzen bestehend aus Weizen, Hafer, 
^ Hirse, Gerste, Roggen, Mais, Reis, Buchweizen, Sorghum, 

Triticale, Dinkel, Leinsamen, Zuckerrohr, Raps, Canola, 
Kresse, Arabidopsis, Kbhlarten, Soja, Alfalfa, Erbse, Bohnen- 

35 gewachsen, Erdnuss, Kartoffel, Tabak, Tomate, Aubergine, 

Paprika, Sonnenblume, Tagetes , Salat, Calendula, Melone, 
Kiirbis und Zucchini. 

20. Gewebe, Organ, Teil, Zelle, Zellkultur oder Vermehrungsgut 
s 40 abgeleitet von einem transgenen Organismus gemaS einem der 

Anspriiche 18 oder 19 . 



45 
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Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 
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Claims 
Claims 

Claims 
Claims 
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Citations and explanations 
1. 



The present application relates to a method for 
increasing pathogenic resistance in plants by 
reducing the protein content, activity or function of 
an NADPH oxidase. 

The increased resistance of barley plants to natural 
barley mildew is shown as an example. 

A method that would correspond to the claimed method 
is not disclosed in the cited prior art. On the 
basis of the cited literature, a person skilled in 
the art would expect increased resistance to be 
achievable by increasing the NADPH oxidase. The 
subject matter of claims 1-10 can therefore be 
considered to be novel and to involve an inventive 
step. 

A person skilled in the art would also not have been 
motivated to produce the double-strand RNA molecules 
claimed in claims 11-20 by reducing the expression of 
an NADPH oxidase. 

On the other hand, it is not clear whether the 
claimed invention can be performed throughout its 
entire scope. Only one example in which a specific 
combination of host plant and pathogen exhibits 
increased resistance is shown in the applica tion. It 
Form PCT/IPEA/409 (BoxV) (January 1994) 
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cannot be inferred from that example that a reduction 
in the NADPH oxidase results in increased pathogenic 
resistance in every case. Since the present 
application contradicts the general teaching, one 
embodiment does not appear sufficient to refute this 
teaching . 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP 03)07589 

I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts afs "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthaJten (Regeln 70. 16 und 70.17)): 

Beschreibung, Seiten 

1-71 in der ursprunglich eingereichten Fassung 

Anspruche, Nr. 

1-20 in der ursprunglich eingereichten Fassung 

Zeichnungen, Blatter 

1/1 in der ursprunglich eingereichten Fassung 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn: 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist 
(nach Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorfeufigen Prufung eingereicht 
worden ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

S in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

M zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 
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5 □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen ersteilt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen; sie sind diesem Bericht 
beizufugen.) 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

V Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erf inderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur StCitzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspriiche 1-20 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (IS) Ja: Anspruche 1-20 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (IA) Ja: Anspruche: 1-20 



Nein: Anspruche: 



2. Unterlagen und Erklarungen: 
siehe Beiblatt 
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2. 



3. 



Die vorliegende Anmeldung betrifft ein Verfahren zur Erhohung der 
Pathogenresistenz bei Pflanzen durch Verminderung der Proteinmenge, Aktivitat 
oder Funktion einer NADPH-Oxidase. 

Als Beispiel wird die erhohte Resistenz von Gerstenpflanzen auf den echten 
Gerstenmehltau gezeigt. 

Im zitierten Stand der Technik wird kein Verfahren, welches dem beanspruchten 
Verfahren entsprechen wurde, offenbart. Aufgrund der zitierten Literatur wurde der 
Fachmann erwarten, dass eine erhohte Resistenz durch Erhohung der NADPH- 
Oxidase erzielt werden konnte. Der Gegenstand der Anspruche 1-10 kann daher 
als neu und auf einer erfinderischen Tatigkeit beruhend angesehen werden. 

Der Fachmann hatte auch keine Motivation, die in den Anspruchen 1 1-20 
beanspruchten Doppelstrangigen RNA-Molekule zur Verminderung der 
Expression einer NADPH-Oxidase herzustellen. 

Andererseits ist es nicht klar, ob die beanspruchte Erfindung in ihrer ganzen Breite 
hergestellt werden kann. In der Anmeldung wird lediglich ein Beispiel gezeigt, in 
der eine bestimmte Kombination von Wirtspflanze und Pathogen eine erhohte 
Resistenz zeigt. Daraus kann nicht abgeleitet werden, dass eine Verringerung der 
NADPH-Oxidase in jedem Fall zu einer erhohten Pathogenresistenz fuhrt. Da die 
vorliegende Anmeldung der allgemeinen Lehrmeinung widerspricht, scheint ein 
Ausfuhrungsbeispiel nicht ausreichend, um diese Lehrmeinung zu widerlegenv 
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